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RESUMO

Nas ultimas décadas, temos acompanhado um avan¢o muito grande em relagéo a
etiologia e a prevengdo da carie dentaria, mas, mesmo assim, dados
epidemiolégicos tém demonstrado que esta continua sendo, dentro da
odontologia, a doenga de maior prevaléncia. Um dos fatores etiolégicos mais
importantes da carie s&do os microorganismos de origem bacteriana que formam
um biofilme patogénico que se adere a superficie dental, de modo a produzir
acidos que levam a desmineralizagdo do esmalte dental .Os microrganismos nao
se depositam ou aderem diretamente a superficie do esmalte dental, mas se ligam
a uma fina camada acelular composta por proteinas salivares e outras
macromoléculas que recobrem as superficies dentarias, denominada pelicula
adquirida. As bactérias interagem com a pelicula adquirida através de uma série
de mecanismos especificos, dentre eles a interagdo do tipo lectina. Lectinas séo
proteinas de origem nao imune, possuindo pelo menos um dominio ndo catalitico
de ligagdo a carboidrato e capazes de ligar-se a mono ou oligossacarideos
especificos. A ades&o bacteriana envolve as adesinas localizadas na superficie
bacteriana e os receptores na pelicula .O objetivo dessa tese foi avaliar possivel
potencialidade anticariogénica das lectinas de sementes de Canavalia brasiliensis,
Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus e Vatairea macrocarpa, e das lectinas
isoladas das algas vermelhas Bryothamnion seaforthii e Bryothamnion triquetrum.
Os resultados demostram que as lectinas séo capazes de interagir com a pelicula
adquirida e que as lectinas de algas interagem mais fortemente do que as outras
lectinas estudadas. No estudo de inibicdo da adeséo bacteriana a pelicula “in vitro”
verificamos que as lectinas estudadas s&o efetivas contra as seguintes cepas:
Streptococcus mutans, S.sobrinus, S.sanguis, S.oralis e S.mitis. As lectinas de
sementes de Canavalia ensiformis, C.brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus
sericeus e Vatairea macrocarpa foram  também, eficientes em inviabilizar
unidades formadoras de coldénias de S.mufans apdés um contato prévio a
incubacdo. Os dados encontrados apontam para um grande potencial anticarie
dessas molélulas sendo possivel sua utilizacdo destas tanto como ferramentas de
estudo na caracterizagéo glicidica de pelicula adquirida, quanto na profilaxia, visto
que existem dois mecanismos de acdo potencialmente eficazes: a inibicdo da
adesao bacteriana a PAE e o efeito antibacteriano. Finalmente, o presente estudo
indica a necessidade de estudos com aprofundamento em cada uma das lectinas,
assim como a utilizagdo de modelos de biofilmes mais fidedignos, experimentacao
“in vivo”, testes de citotoxidade de lectinas e protocolos em humanos para que se
possa pensar na insercdo de uma ou mais lectinas em um produto importante na
prevenc&o da carie e da doenca periodontal.




ABSTRACT

During the past few decades has been established a great advance related to the
etiology and dental carie prevention. However, epidemiologic data have
demonstrated that it continues to be the most prevalent disease among all others
in odontology. One important etiologic factor for this disease is the formation of a
pathogenic bacteria biofilm that adheres to the dental surface, producing acids that
lead to dental enamel demineralization. These bacteria not adhere directly to
dental enamel surface, but bind to a thin non cellular layer composed by saliva
proteins and other macromolecules that recover dental surface, this layer is named
acquired pellicle. Bacteria interact with this layer through several specific
mechanisms and the lectinic interaction is one of them. Lectins are proteins from
non-immune origin that have at least one non-catalitic domain which binds
reversibly to specific carbohydrates. Bacterial adherence involves adhesins
located in the bacteria surface and pellicle receptors. This thesis aimed to
evaluate the possible anti cariogenic potential of lectins extracted from Canavalia
brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus and Vaitarea macrocarpa
seeds and from red marine algae Bryothamnion seaforthii and Bryothamnion
triquetrum. The results show that lectins are able to interact with the acquired
pellicle and that algae lectins are the ones among all tested which have the
stronger interaction. In the bacteria adhesion inhibition assay it’s been verified that
the lectins tested are effective against the following strains: Streptococcus mutans,
S.sobrinus, S.sanguis, S.oralis and S.mitis. Lectins from Canavalia ensiformis,
C.brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus and Vatairea macrocarpa
seeds were also able to make the S.mutans colony forming units not viable, after
having a previous contact before the incubation. The results found point out to a
great anti caries potential of these molecules, giving subsides to a possible use as
tools in carbohydrate characterization of the acquired pellicle and in prophylaxis,
since they act through two mechanisms potentially effective: inhibiting bacteria
adherence to the acquired pellicle and antibacterial effect. At last, the present work
indicates that further studies are needed with emphasis in which one of the lectins;
these studies should use other biofilm models (that may retract better the mouth
environment), “in vivo® experimentation, lectins cytotoxicity assays and the
development of a protocol for human use. These assays are fundamental to allow
the use of one or more of these proteins in products that prevent caries and
periodontal disease.
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1. INTRODUGAO
1.1. Lectinas
1.1.1. Historico

O termo “Lectinologia”’, uma expressao introduzida por Potapov
(1968), surgiu para designar uma area de estudos inteiramente voltada a
pesquisa sobre uma classe especial de proteinas denominadas lectinas. O
primeiro grande fato na histéria da lectinologia foi o estudo pioneiro sobre a
aglutinacdo de eritrocitos por extratos de sementes de Ricinus communis
promovido por Hermann Stillmark (1888) durante seu doutorado na Universidade
de Dorpat (Esténia). Ele observou que ao misturar os extratos das sementes
com sangue, os eritrocitos eram aglutinados. A partir de entdo, surgiu o termo
fitohnemaglutininas por se pensar, na época, que os compostos aglutinadores
eram exclusivamente vegetais.

Outro pioneiro no estudo de lectinas foi o pesquisador Karl
Landsteiner que iniciou novos estudos utilizando aglutininas vegetais como
ferramentas para o descobrimento dos grupos sanguineos A, B e O
(LANDSTEINER e RAUBITSCHEK,1907).

Nas primeiras décadas do século XX o numero de trabalhos que
tinham como alvo o estudo de lectinas crescia assustadoramente. Estes estudos
puderam comprovar o efeito aglutinante de lectinas em eritrécitos, leucécitos,
hepatocitos e células renais devido a propriedades especificas e ndo por simples
toxicidade (WIENHAUS, 1909; ASSMAN, 1911; SCHNEIDER, 1912; DOSET e
HENLEY, 1917; BOYD e REGUERA, 1949).

No inicio dos estudos com lectinas acreditava-se que principios
toxicos eram responsaveis pelas propriedades de hemaglutinagdo e hemolise.
Somente muitos anos depois as lectinas responsaveis pelos efeitos toxicos
foram classificadas separadamente (OLSNES e PIHL,1982).
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Durante aproximadamente 100 anos, a partir Stillmark (1888), a
pesquisa nesta area focalizou principalmente lectinas de vegetais superiores.
Varios trabalhos foram fundamentais no sentido de esclarecer inumeros
aspectos ligados a deteccdo, purificacdo, caracterizacdo, especificidade,
mecanismos de acdo e estrutura dessas proteinas. Em decorréncia desses
estudos, varios avangos permitiram observar que as lectinas poderiam ser
continuamente melhor definidas, o que tem justificado as sucessivas adaptacdes
ocorridas até o presente para definir estas moléculas.

O isolamento da concanavalina A por cromatografia de afinidade
trouxe um novo periodo para a histéria das lectinas (AGRAWALL e
GOLDSTEIN, 1967).

Hodiernamente os estudos estdo avancando em grande velocidade
e novas lectinas de todas as classes de seres vivos estdo sendo isoladas e
caracterizadas em tempo recorde. Métodos de isolamento mais refinados, novos
estudos utilizando bioinformatica, novas técnicas de seguénciamento de
proteinas e DNA, modelamento e a cristalizacéo de proteinas, além do numero
gigantesco de publicacées estdo a cada dia facilitando o entendimento dessas
macromoléculas e, além disso, formatando novas formas de aplicagbes

especificas tanto como ferramentas biolégicas quanto em terapéutica.
1.1.2. Definigao

A primeira definicdo de lectinas foi proposta por Boyd e Shapleigh
(1954). Estes autores utilizaram o termo lectina (do latim, /egere - capaz de
escolher, selecionar) para lembrar o aspecto seletivo de ligacdo de certas
proteinas de sementes a eritrécitos humanos. Eles demonstraram essa
seletividade em 1954 quando verificaram que extratos de sementes de
Phaseolus vulgaris aglutinavam eritrocitos de apenas alguns individuos.

A idéia de especificidade de ligagdo aliada a conscientizagdo do
caracter ubiquo destas proteinas na natureza levou ao surgimento de uma nova
definicdo para lectinas. Goldstein et al. (1980) as definiram como proteinas de
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origem nao imune, capazes de reconhecimento especifico e ligacdo reversivel a
compostos contendo carboidratos e de aglutinarem células e glicoconjugados.

Peumans e Van Damme (1995a) definiram lectinas como proteinas
de origem ndo imune, possuindo pelo menos um dominio nao catalitico de
ligagdo a carboidrato capazes de ligar-se a mono ou oligossacarideos
especificos. Desta maneira, amplia-se 0 grupo de proteinas que se comportam
como lectinas, mas sao diferentes do ponto de vista de suas propriedades
aglutinantes e/ou de precipitacdo de glicoconjugados.

Fundamentado nas caracteristicas estruturais observadas, as
lectinas foram, divididas, conforme Peumans e Van Damme (1995b) e Van
Damme et al. (1998) em quatro grupos principais: merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas.

As merolectinas s&o definidas como proteinas compostas
exclusivamente de um uUnico sitio ligante a carboidratos e, por causa de sua
natureza monovalente, ndo podem precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células. Como exemplo, podemos citar as proteinas monoméricas das orquideas
(VAN DAMME et al., 1994).

As hololectinas s&o também constituidas por sitios ligantes a
carboidratos, possuindo, dois ou mais destes sitios idénticos ou homoélogos. A
este grupo pertencem muitas lectinas de plantas, como a concanavalina A, que
apresentam multiplos dominios ligantes e sdo, portanto, potencialmente capazes
de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados.

As quimerolectinas , como a ricina, compreendem todas as lectinas
que possuem além do sitio de ligacdo a carboidratos, uma regido, apresentando
atividade catalitica ou outra atividade bioldégica bem definida, agindo
independentemente dos sitios ligantes de carboidratos, e que, dependendo do
numero destes sitios ligantes a carboidratos, podem comportar-se como
merolectinas ou hololectinas.

As superlectinas possuem dois ou mais sitios de ligagdo a

carboidratos, os quais sao, estruturalmente, diferentes e reconhecem acgucares

distintos (Figura 1).
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FIGURA - 1. Esquema demonstrador da classificacdo de lectinas segundo

Carboidrato

Peumans e Van Damme (1995a) e Van Damme ef al. (1998).

1.1.3. Estrutura das Lectinas

As lectinas constituem um grupo de proteinas bastante heterogénea.
Desta forma, sdo caracterizadas por uma grande diversidade estrutural,
podendo diferir em varios aspectos tais como: composicdo de aminodcidos,
massa molecular aparente, estrutura e numero de subunidades, estrutura
terciaria, e ainda, pelo fato de conterem ou n&o ions metélicos ou cations
bivalentes em sua estrutura.

A massa molecular aparente das lectinas varia de 3,5 - 4,0 kDa
(lectina de Crotalaria striata, KHANG ef al., 1990) a 480 kDa (lectina de rizoma
de Aegopodium podagraria, PEUMANS et al., 1985). QOutra caracteristica
observavel € a presenca em sua estrutura de carboidratos e cujo grau de
glicosilagc&o varia dentre as espécies (SHARON e LIS, 1989a).




23

As lectinas consistem de subunidades, cujo numero varia entre 1, no
caso da lectina de rizomas de Urtica dioica (PEUMANS ef al., 1984) a 10, no
caso de uma das lectinas de Araucaria angustifolia (DATTA et al., 1991). No
entanto, as lectinas podem apresentar diferentes padrbes de associagbes de
suas subunidades dependendo da caracteristica do meio onde se encontram
(pH e temperatura) (SUSHAMA et al., 2003).

Grande parte das lectinas necessitam de ions metalicos divalentes
(geralmente Ca™ e Mn"") para exercer a atividade de reconhecimento e ligagdo
a carboidratos. Estes ions ligam-se a sitios especificos na estrutura protéica, o
que é fundamental para o estabelecimento do sitio de ligacdo a carboidratos e
para conferir alto grau de estabilidade estrutural a molécula, protegendo-a contra
a inativagao (CAVADA et al., 1993, CAVADA et al., 1996, CAVADA et al., 2001)
(Figura 2).

Um outro sitio de ligacdo das lectinas que tem sido explorado é
caracterizado por ser constituido principalmente por aminoacidos hidrofébicos.
Como o proprio nome sugere a existéncia deste sitio diversifica a natureza das
substancias com as quais as lectinas podem interagir. Segundo Lis e Sharon
(1986), trata-se de um tipo de ligagdo que nao € inibida por agucares
especificos, portanto, a interacdo dos ligantes hidrofébicos com as lectinas

ocorre em sitios de ligacdo diferentes daqueles que ligam os carboidratos.
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FIGURA - 2. Estrutura quaternaria da lectina de sementes de Canavalia

ensiformis evidenciando os sitios de ligagéo a agucar e os sitios Ca™ e Mn*™" .

1.1.4. Diversidade das lectinas

As lectinas, principalmente as de plantas superiores, sao
classificadas de acordo com suas especificidades por carboidratos
(monossacarideos, oligossacarideos e derivados). O estabelecimento desta
especificidade através da técnica de inibicdo da atividade hemaglutinante
proposta por Landsteiner (1902), tem sido de grande valia para os estudos
bioquimicos e imunoquimicos até entao realizados com estas proteinas. Para o
desenvolvimento destes testes, solugcdes de diversos agucares sao utilizadas. e
comparadas até que finalmente determina-se a concentracdo minima dos
compostos inibidores. Apesar dos avangos nos estudos de afinidade das lectinas
por oligossacarideos, a classificacdo destas proteinas ainda é feita pela
especificidade por monossacarideos estabelecida por Makela (1957): Grupo | -
reune as lectinas inibidas por L-fucose; Grupo Il - engloba as lectinas com

especificidade por galactose/N-acetilgalactosamina; Grupo Il - constituido pelas
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lectinas especificas por glicose/manose; Grupo IV - encerra as lectinas com
afinidade por idose/gulose/L-glicose/ e xilose. Outros grupos foram adicionados
a esta classificacdo geral, incluindo as lectinas especificas por N-
acetilglicosamina e acido sialico. Algumas lectinas, por outro lado, exibem
preferencialmente especificidade por estruturas complexas tais como
glicoproteinas.

Apesar de terem sido encontradas originalmente em plantas, as
lectinas ocorrem em todas as classes e familias de seres vivos, desde bactérias
e virus até mamiferos (LIENER et al., 1986). Em virus, a lectina parece estar
envolvida no processo de adesdo a célula hospedeira. A infecgdo pelo virus da
influenza é iniciada pelo evento de ades&o, mediada por uma hemaglutinina da
capa do virion que reconhece e se liga a residuos de acido sialico da superficie
celular (GLICK et al., 1991). Nas células dentriticas estdo sendo identificados
receptores lectinicos envolvidos diretamente na infecgdo pelo HIV (TURVILLE et
al., 2003).

Numerosas bactérias produzem lectinas de superficie comumente
fazendo parte das fimbrias. As varias lectinas de bactérias parecem funcionar
nas etapas iniciais das infecgbes, por exemplo, quando ocorre a aderéncia das
bactérias a células epiteliais do trato urinario e gastrintestinal. As lectinas de
bactérias também podem agir como moléculas de reconhecimento na fagocitose
(SHARON, 1987). As lectinas também estdo envolvidas no processo de adesao
de Corynebacterium diphtheriae aos seus hospedeiros (COLOMBO et al., 2001).
Muitas enterobactérias, como Escherichia coli e Salmonellae spp., possuem
lectinas na sua superficie, fazendo parte das fimbrias. Em alguns casos, como
em Pseudomonas aeruginosa, a lectina é intracelular, ndo estando presente na
superficie celular (SHARON e LIS, 1989b). A Porphyromonas gingivalis, um
patdbgeno com importancia etiolégica em doengas periodontais, liga-se através
de suas fimbrias a estruturas periodontais contendo glicoproteinas, evidenciando
claramente um efeito tipo lectina (SOJAR et al., 2004).

Em protozoarios, a lectina de Entamoeba histolytica parece
desempenhar importante papel na etapa de aderéncia a célula hospedeira
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(células epiteliais do colon), possuindo ainda, um papel na citotoxicidade celular,
distinto da func&o de aderéncia (SAFFER e PETRY, 1991).

Lectinas ocorrem também em fungos (Rhizoctonia solani, KELLENS
e PEUMANS, 1991; Pholiota aurivella, KAWAGISHI et al., 1991; Agaricus
bisporus, PEASANT e KORNFELD, 1972) e ha muito tem sido dada importancia
ao papel das lectinas nas interagdes entre fungos e bactérias (PISTOLE, 1981) .

Em algas marinhas, o numero de trabalhos envolvendo lectinas &
ainda pequeno, porém tem crescido bastante nos ultimos anos. A primeira
lectina de alga marinha isolada foi a da alga vermelha Ptilota plumosa (ROGERS
et al., 1977). As algas vermelhas sdo as que apresentam o maior numero de
espécies com atividade hemaglutinante seguidas das algas pardas e verdes
(SAMPAIO, 1997). Em geral as lectinas de algas marinhas apresentam valores
mais baixos de pesos moleculares, variando de 4,2 kDa para as isolectinas de
Hypnea japonica (HORI et al., 1986) e 9.3 kDa para Hypnea musciformes
(NAGANO et al., 2002) até 64,5 kDa para a lectina de Ptilota serrata (ROGERS
et al., 1990). De uma maneira geral, a atividade hemaglutinantes das lectinas de
algas marinhas n&o sao dependentes da adigéo de cations divalentes e n&o sao
inibidas pela presenca de agucares simples (SAMPAIO, 1992; SAMPAIO, 1997).

Em invertebrados, as lectinas estdo presentes em praticamente
todas as classes examinadas como caranguejos (UMETSU ef al., 1991), larvas
de insetos (GRUBHOFFER e MATHA, 1991), carrapatos (SHARON e LIS,
1989b), ourico do mar (YAMADA e AKETA, 1982) e insetos (YU e KANOS,
2000), onde estdo presentes principalmente na hemolinfa e 6rgdos sexuais
(SHARON e LIS, 1989b). Recente publicagdo sugere que uma lectina presente
em Armigeres subalbatus € responsavel pela imunidade inata desse inseto a
bactérias (WANG et al., 2004). A lectina de Helix pomatia, uma espécie de
lesma, € a mais conhecida entre as de invertebrados, aglutinando
especificamente hemacias humanas do tipo A e sendo inibida por N-
acetilgalactosamina (HAMMARSTROM, 1972).

Em vertebrados as lectinas se apresentam de duas maneiras:

soluveis ou ligadas a membranas. Uma grande variedade tem sido encontrada




em diferentes tecidos de mamiferos, aves e répteis, algumas semelhantes,
outras bastante diferentes em sua estrutura molecular e especificidade por
carboidratos. Lectinas de membranas tém sido encontradas em figado de varios
animais (rato, coelho e galinha), em hepatécitos e em células de Kuppfer
(SHARON e LIS, 1989a). Foi também identificada a presenca de lectinas em
membranas de linfécitos de porco (BEZOUKA et al., 1990). Em répteis, foram
encontradas lectinas com propriedades fisico-quimicas semelhantes nos
venenos das cobras Agkistrodum contortrix, Ancistrodum piscivarous e Crotalus
atrox (GARTNER e OGILVIE, 1984). Com o passar dos anos ao analisarmos
publicagbes, nos deparamos com a ratificagdo da ubiquidade dessas proteinas
ja isoladas em todas as classes de seres vivos e em virus. Na pele de peixes,
especificamente, tem sido isolada uma lectina calcio dependente com funcgdes
ainda nao muito claras (SUZUKI et al., 2004).

Em seres humanos, dentre os varios tipos de lectinas existentes,
uma delas possui importancia fundamental no mecanismo de deflagracdo do
sistema complemento, o que, recentemente, modificou todo o entendimento
imunolégico dessa cascata de proteinas por indicar uma nova via além da
classica e da via alternativa entendidas como unicas até entdo. Trata-se da
‘mannan-binding lectin” ou MBL que €& capaz de disparar a fixacdo do
complemento apds ligar-se a estrutura de algum microorganismo invasor
(NAUTA et al., 2004). Isto esta evidenciando agora que essa lectina é capaz de
promover a opsonizagcdo do virus HIV 1, entretanto, esse efeito ainda nao foi
capaz de neutralizar o virus .Compreende-se esse dado cientifico como fonte
primaria de um estudo com vistas a promover a cura dessa infeccdo (YING et
al., 2004). A "mannan-binding lectin” tem sido relatada também como uma
lectina com grande potencial em remover imunocomplexos circulantes, que sdo
responsaveis por inumeras doengas autoimunes como o lupus eritematoso
sistémico e a artrite reumatoide (SAEVARSDOTTIR et al., 2004).

As selectinas sdo moléculas reconhecedoras de oligossacarideos
que intermedeiam a interac&o celular com o endotélio (BUCK, 1995). A L-

selectina esta expressa nos linfocitos, neutrdéfilos, macréfagos e mondcitos e foi
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identificada por anticorpo rnonoclonal que bloqueia a adesédo dos linfocitos em
um receptor especifico designado por LAM-1. A E-selectina (endotelial) também
foi identificada por anticorpo rnonoclonal e inicialmente foi reconhecida como
molécula de adesdo celular endotélio-leucocito (ELAM-1). A sua expressao no
endotélio é transitéria quando induzida por citocinas como interleucina-1, fator
de necrose tumoral e interferon (POBER et al., 1987). A P-selectina (plaquetaria)
foi originalmente identificada nas plaquetas. Os ligantes para cada selectina
incluem carboidratos (BUCK, 1995; MOORE et al., 1991).

As lectinas, por apresentarem propriedades particularmente
interessantes, tém sido empregadas largamente no campo da fisiologia,
bioquimica e ciéncias biomédicas. Entretanto, nenhum destes estudos
conseguiu responder de modo claro e definitivo a intrigante pergunta feita
continuamente por todos interessados no estudo desta classe de proteinas: qual
seria o papel fisiolégico das lectinas? Varias propostas ja foram formuladas com
relacdo a esta questdo, especialmente no que tange as lectinas de vegetais
superiores. Cada vez mais evidéncias tém sido descobertas indicando um papel
de defesa dentro das plantas, ja que sua especificidade em muitas delas é
contra glicoconjugados nao-vegetais (PEUMANS e VAN DAMME, 1995b).
Particularmente em leguminosas, as lectinas estdo também envolvidas no
reconhecimento de bactérias fixadoras de nitrogénio com o propoésito de
estabelecer a simbiose entre a planta e o microorganismo. Proteinas com
dominios semelhantes aos de lectinas de leguminosas também foram

encontrados em células animais (LORIS, 2002).

1.1.5. Aplicabilidade Biolégica de lectinas

A maneira mais usada para se identificar a presenca de lectinas
(hololectinas ou superlectinas) em uma preparagdo protéica é através da
atividade hemaglutinante, onde hemacias humanas e/ou de diferentes animais
sdo utilizadas. Eritrécitos tratados com enzimas proteoliticas tém sido usados no
sentido de aumentar a sensibilidade das hemacias a aglutinagdo, na medida em
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que, eventualmente, estes tratamentos expdem mais os receptores apropriados
nas membranas das hemacias. Ainouz e Sampaio (1991) observaram que
extratos de diferentes algas marinhas aglutinavam de maneira diferenciada
hemacias humanas dos sistemas ABO e de outros animais quando tratadas com
tripsina. Em alguns casos, a aglutinagcdo pode ser efetiva contra os eritrécitos
tratados com enzimas proteoliticas (tripsina, papaina, subtilisina e bromelaina),
mas nao contra os eritrécitos nao tratados (AINOUZ et al., 1992) (Figura 3).
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FIGURA - 3. As diferencas das estruturas de carboidratos entre os tipos

sanguineos ABO.

Quando Nowell (1960) descreveu a atividade mitogénica de lectinas
sobre linfécitos humanos do sangue periférico, estudando uma das lectinas de
sementes de Phaseolus vulgaris - PHA, um novo e importante ramo de pesquisa
surgia tanto para a lectinologia quanto para a imunologia. Esta descoberta
desencadeou um grande numero de pesquisas nas quais lectinas vegetais, que

apresentavam especificidade a diferentes tipos de carboidratos, foram utilizadas

frente a diversos sistemas celulares a fim de estudar sua acdo biologica




(BARRAL-NETTO et al., 1992; BENTO et al,, 1993; FERREIRA et al., 1996;
BARRAL-NETTO et al., 1996, ANDRADE et al., 1999; BARBOSA et al., 2001;
CAVADA et al., 2001). Pouco tempo ap6s a descoberta de Nowell, Aub et al.
(1965) relataram que a lectina de trigo (WGA) era capaz de distinguir células
normais de outras malignas dentro de um mesmo tecido, através da aglutinagao
especifica das células transformadas.

As células tém, sobre suas superficies, carboidratos na forma de
glicoproteinas, glicolipideos e polissacarideos. O potencial dos agucares como
moléculas de informagdo € muito grande, pois enquanto um peptideo ou um
oligonucleotideo tem sua informacéo baseada somente no numero de unidades
monomeéricas e sua sequéncia, os agucares a tem codificada na posi¢cdo e
configuragcdo estereoquimica relativa de todos os seus carbonos assimétricos
das unidades glicosidicas e na ocorréncia de pontos de ramificagdo. No entanto,
duas moléculas de um unico aminoacido ou nucleotideo sé podem formar um
unico peptideo ou um unico dinucleotideo (SHARON e LIS, 1989a). Pelo fato
das lectinas muitas vezes detectarem estas diferencas de configuracédo dos
carboidratos, elas seriam instrumentos poderosos para esta troca de
informacgdes entre células.

A investigacdo dos mecanismos envolvidos na interacdo célula-
célula passou a ressaltar a importancia dos carboidratos nos processos
bioquimicos, até entdo vistos apenas como moléculas ricas em energia ou
meros elementos prostéticos. Nos ultimos 25 anos, tem havido um numero
crescente de evidéncias favorecendo o conceito de que os carboidratos s&o
elementos determinantes de reconhecimento em uma grande variedade de
processos bioldgicos, tanto fisiologicos quanto patolégicos (VARKI, 1993;
SHARON e LIS, 1995).

Além da capacidade de aglutinar células, descrita por Stilmark em
1888, em sua tese de doutorado (BEUTH et al., 1995), varias outras atividades
biolégicas de lectinas vegetais tém sido demonstradas. Entre estas se
destacam: indugdo da proliferagdo de linfocitos e da producdo de interferon-y

(BARRAL-NETO et al, 1992);, estimulacdo de macrofagos e liberagdo de




peroxido de hidrogénio (RODRIGUEZ et al, 1992); indugdo da migragéo de
leucdcitos (BENTO et al., 1993); inducdo da liberacdo de histamina (GOMES et
al., 1994); protecao parcial in vivo em animais infectados com Leishmania
amazonensis e reconhecimento da forma metaciclica promastigota da
Leishmania braziliensis por Bauhinia purpurea (BARRAL-NETO, et al., 1996;
PINTO da SILVA et al., 2002); indugdo da produgéo in vivo € in vitro de 6xido
nitrico por células peritoneais murinas (ANDRADE ef al, 1999); indugcao de
apoptose (BARBOSA et al., 2001); atividade antiinflamatéria e pré-inflamatéria
de lectinas animais e vegetais (ASSREUY et al., 1997; ALENCAR et al., 1999 e
ASSREUY et al., 1999); atividade analgésica (SAYYAH et al., 2004) efeitos
renais em rim isolado perfundido in vitro (TEIXEIRA et al., 2001); efeitos insulino-
miméticos (CAVADA et al, 2003); utilizagdo de lectinas em drug delivery
(SHARMA et al., 2004; BIES et al., 2004) interferéncia em mecanismos
parasitarios (JACOBSON e DOYLE, 1996).

As lectinas tém se mostrado ferramentas poderosas tanto para
propositos analiticos como para pesquisas em bioquimica, biologia celular,
imunologia e areas relacionadas. Uma de suas maiores contribuicées tem sido
no esclarecimento do papel de membranas celulares e subcelulares e na
bioadesdo celular. Nestes estudos usam-se lectinas marcadas, quer
radioativamente, quer com fluoresceina ou com imunomarcadores (RAPIN e
BURGER, 1974; LIS e SHARON, 1986; BIES et a/., 2004).

A afinidade de lectinas por glicoproteinas de superficie celular tem
sido empregada para a identificacdo de microorganismos. Assim €& que,
Neisseria gonorrhoea pode ser diferenciada de outras espécies de Neisseria por
sua aglutinacdo com a aglutinina de germe de trigo. Existem relatos que
algumas cepas ndo encapsuladas de Neisseria meningitidis, assim como alguns
meningocos sao também aglutinados. Ficou demostrado que a reacéo lectina-
Neisseria era especifica por acucar e que as diferencas residiam nos
carboidratos da superficie celular de diferentes cepas de Neisseria gonorrheae
(CURTIS e SLACK, 1981).




1.2. Carie dental

1.2.1. Aspectos Gerais

A microbiota bucal dos humanos € altamente complexa e diversa, sendo
caracterizada pela presenca de cerca de 300 espécies bacterianas, além de
protozoarios, fungos e virus. A diversidade anatdbmica existente na cavidade
bucal e a interdependéncia entre as diferentes estruturas anatdbmicas s&o
particularmente interessantes. Enquanto as superficies mucosas sao
caracterizadas pela constante descamacdo, promovendo a rapida eliminagdo
das bactérias aderidas, os dentes sao estruturas solidas que oferecem sitios de
colonizagdo para os microrganismos, tanto na regido supragengival como na
regidgo subgengival (MARCOTTE e LAVOIE, 1998). A presenga de
microrganismos patogénicos na superficie dental € um dos fatores
predisponentes para o desenvolvimento da carie, que é reconhecida como uma
doenca infecciosa de carater crénico, dependente da interacdo e associacdo de
um hospedeiro susceptivel, microrganismos cariogénicos e uma dieta rica em
sacarose durante um determinado periodo de tempo (LOESCHE, 1986).

A cérie dental e a doencga periodontal sdo os principais indicativos
que determinam o estado fisiopatolégico da cavidade bucal de um ser humano
(AL IAFI e ABABNEH, 1995). Nas ultimas décadas, temos acompanhado um
avango muito grande em relagcéo a etiologia e a prevengdo da carie dentéria,
mas, mesmo assim, dados epidemiologicos tém demonstrado que esta continua
sendo, dentro da odontologia, a doengca de maior prevaléncia. Para Freitas
(2001), € ainda um desafio complexo e arduo para a odontologia o
conhecimento das condicées necessarias e suficientes para o aparecimento da
carie e também o seu comportamento em individuos e populagbes, pois a
doenca carie é conceituada atualmente como uma patologia de origem
multifatorial. A carie remonta aos tempos biblicos. Foi detectada em todos os
povos, em todas as ragas e em todas as épocas. Nos Estados Unidos, pais de
elevado padrdo higiénico, a carie incide em cerca de 95% da populacéo, e




continua sendo um problema de saude publica, pois € também de alta
prevaléncia em paises nao industrializados. Assim, a carie dental constitui,
inegavelmente, sério problema social. Através dos tempos muitas teorias sobre
a sua etiologia foram levantadas, porém s6 em 1890 com os estudos de
W.D.Miller € que se formou a base para a teoria acidogénica do
desenvolvimento da carie. Verifica-se, portanto, uma destrui¢do progressiva dos
cristais de hidroxiapatita pelos acidos produzidos pelas bactérias, levando a uma
descalcificagdo e posterior perda da estrutura do dente (SEOW, 1998). O
conceito da carie dentaria como uma doencga infecciosa e transmissivel ocorreu
somente apos estudos na década de 50 quando Keyes publicou trabalho
referente ao estudo do processo carioso em roedores (KEYES,1960). A
progressdo da carie, geralmente, ocorre de forma lenta existindo fatores do
hospedeiro, que auxiliam na sua formagd&o ou controlam o seu crescimento.
Dentre estes, temos a anatomia dental e da arcada dentaria, onde sulcos e
fissuras profundos e o apinhamento dentario favorecem a colonizagdo
bacteriana, devido a dificuldade de higienizacdo oral. Por outro lado, fatores
como a composigado e o fluxo salivar, higiene bucal e exposicdo ao fluor
participam da regulacdo da progressdao da doenca (TAPPUNI e
CHALLACOMBE, 1993).

1.2.2. Biofilme Dental

Um dos fatores etiologicos mais importantes da carie s&o os
microorganismos de origem bacteriana que formam um biofilme patogénico que
se adere a superficie dental, de modo a produzir acidos e produtos citotdxicos,
que levam a desmineralizagdo do esmalte dental e/ou inflamagdo gengival,
respectivamente (MARSH, 1994). Na verdade os microrganismos ndo se
depositam ou aderem diretamente & superficie do esmalte dental, mas se ligam
a uma fina camada acelular composta por proteinas salivares e outras
macromoléculas que recobrem as superficies dentarias denominadas de pelicula
adquirida (NYVAD, 1993; THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1995).
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A placa dental €, na verdade, um consércio dindmico constituido de
multiplas espécies bacterianas formado sobre superficies orais (FOSTER et a/.
2004) (Figura 4). O biofilme bacteriano que se forma sobre a superficie do dente,
apresenta uma composi¢cado bacteriana e bioquimica variavel dependendo dos
fatores intrinsecos e extrinsecos, podendo mudar de modo a tornar este biofiime
patogénico  (MARSH,1992;1994). Como citado  anteriormente  os
microorganismos n&o se prendem diretamente a superficie mineralizada do
dente, visto que os dentes sdo sempre revestidos por uma pelicula protéica
acelular denominada pelicula adquirida. A pelicula se forma na superficie “nua”
do dente em questdo de minutos. Os principais constituintes da pelicula s&o as
glicoproteinas salivares, as fosfoproteinas e, em menor extensdo, os
componentes do fluido gengival (HAY, 1995). Estudos com microscopia confocal
a laser demonstram que existem no biofilme canais por onde chegam nutrientes
e saem metabdlitos como que formando um sistema integrado de transporte
(LAURENCE e NEU,1999). Um dos principais problemas enfrentados pelos
pesquisadores na area da cariologia foi obter modelos que se assemelhassem
ao mecanismo desenvolvido pelas bactérias para formagdo do biofilme, visto
que seu metabolismo destas neste consoércio é claramente diferente das células
plancténicas (DAVIES, 2003).

A composicdo da pelicula recebe muita atengcdo devido a sua funcdo
determinante na composi¢cdo da microbiota inicial. Consequentemente, tem-se
questionado se as caracteristicas da superficie de diferentes materiais podem

influenciar na composi¢cdo protéica da pelicula e, dessa forma, modificar o

numero de locais de adsor¢do inicial para diferentes espécies bacterianas
(SONJU e GLANTZ,1975).
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FIGURA - 4. Placa Bacteriana observada ao exame clinico com sonda periodontal

milimetrada (http://usuarios.advance.com.ar/asociacionsaludbucal)

As bactérias interagem com a pelicula adquirida através de uma série de
mecanismos especificos, dentre eles a interacdo do tipo lectina, envolvendo as
adesinas localizadas na superficie bacteriana e os receptores da pelicula
(GIBBONS, 1984; GIBBONS, 1996; JENKINSON e LAMONT, 1997). Em
seguida, outras bactérias se aderem nao apenas a pelicula como também a
bactérias pré existentes (KOLENBRANDER et al.,1990).

Independente do tipo de superficie do dente (esmalte ou raiz), os
colonizadores iniciais constituem uma parte selecionada da microbiota oral,
principalmente os estreptococos do grupo mitis, que incluem, de Streptococcus
sanguis, Streptococcus oralis ,Streptococcus mitis e Streptococcus gordonii
(BLACK et al., 2004). Juntas, essas espécies de estreptococos somam 95% dos
estreptococos e 56% do total da microbiota inicial (NYVAD e KILIAN, 1990).
Apo6s a colonizagao inicial, os microrganismos pioneiros crescem rapidamente
formando colénias que ficam embebidas em uma matriz extracelular composta
por componentes de origem salivar e bacteriana (BOWDEN, 1990). A seguir,
relagbées interbacterianas contribuem para o aumento da diversidade de
bactérias até atingir uma comunidade climax em duas ou trés semanas.

A complexidade da comunidade bacteriana que coloniza o biofilme dental
tem dificultado a determinagdo das bactérias que atuam no aparecimento das
lesdes de carie dental. Entretanto, ha evidéncias consideraveis de que os
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estreptococos do grupo mutans (particularmente S. mutans e S. sobrinus) e os
lactobacilos estejam envolvidos no inicio € na progressao da carie (LOESCHE,
1986). Estudos longitudinais revelaram que o aparecimento de caries de esmalte
€ precedido por um aumento no numero de estreptococos do grupo mutans
(NYVAD, 1993; MARCOTTE e LAVOIE, 1998). A colonizagdo e a persisténcia
na cavidade oral dos estreptococos dependem da habilidade dessas bactérias a
aderir a superficies orais, tais como células epiteliais da mucosa ou placa
bacteriana nos dentes (BLACK et al., 2004). A atividade enzimatica da
neuraminidase bacteriana pode modificar os componentes da pelicula de forma
a destruir os receptores de algumas espécies, a0 mesmo tempo em que cria
novos receptores para outras espécies, isso, provavelmente, € um fator
importante na regulagao da colonizagao (GIBBONS et al., 1980).

1.2.3. A multifatorialidade da Carie Dental
Um dos fatores de desequilibrio, fundamental para o aparecimento

de uma placa dental cariogénica, € a dieta rica e frequente de carboidratos

fermentaveis. Esta dieta promove um aumento da proporgao de estreptococos

do grupo mutans e de lactobacilos, com concomitante queda de niveis de
colonizadores iniciais (MINAH et al, 1985). Em todas as abordagens
relacionadas a etiologia da carie, a importancia da dieta € bastante discutida.
Segundo Thylstrup e Fejerskov (2001) “um grande numero de
estudos mostra que a dieta exerce um papel central no desenvolvimento da
doenca carie”. Uma relagdo causal entre a exposicdo a carboidratos
fermentaveis e o surgimento da doenga carie foi mostrada através da
observacdo de pacientes, de animais e de observagdes laboratoriais in vitro. O
estudo experimental em humanos de Vipeholm (BEZERRA e TOLEDO, 1999;
BUISCHI, 2000; FREITAS, 2001; LOESCHE, 1986; STORINO, 1993,
THYLSTRUP e FEJERSKOV, 2001), concluido em 1951 e absolutamente
inaceitavel nos dias de hoje, estudou pacientes adultos internados em um

hospital psiquiatrico do sul da Suécia submetidos a uma dieta diaria com maior




ou menor quantidade de agucar. As conclusdes obtidas foram de que o aumento
no numero de lesdes de carie estava associado ao consumo de agucar, na sua
maioria na forma de balas e caramelos, principalmente entre as refeicdes.

A observagdo do comportamento da carie em criangas internadas no
orfanato da Hopewood House (BEZERRA e TOLEDO, 1999; BUISCHI, 2000:;
FREITAS, 2001; STORINO, 1993; THYLSTRUP e FEJERSKOV, 2001), no sul
da Australia mostrou que, em funcdo da dieta pobre em carboidratos, a
prevaléncia de carie entre as criangas internadas era inferior a prevaléncia de
carie em criancgas de outras escolas da regido. Outro dado importante observado
foi o fato de aumentar o indice de carie nas criangas que saiam do orfanato e
eram submetidas a uma dieta sem restricdo aos carboidratos. Loesche (1986),
para reforgar a importancia da sacarose na etiologia da carie dentaria, evidencia
que o fato de a Segunda Guerra Mundial ter imposto um consumo restrito de
sacarose fez com que diminuisse a incidéncia de carie dentaria entre os anos de
1940 a 1950, principalmente nas populacdes européia e japonesa. Em relacéo a
interferéncia da dieta na atividade da doenca carie, sua influéncia podera ser
menor quando se controlar a quantidade da ingestédo de alimentos agucarados e
também quando se desenvolver o habito de tornar mais longos os intervalos
entre as ingestdes de agucar, dando tempo para a remineralizacdo das zonas
desmineralizadas (WEYNE e HARARI, 2001).

A carie é também consequéncia direta da ma higienizacdo bucal
realizada pelo paciente e se estabelece pela inter-relacdo entre a atividade
bacteriana e o tipo de tecido envolvido (KASUGA et al., 1997). Os estreptococos
do grupo mutans apresentam algumas vantagens ecolégicas quando da
presenga da sacarose no meio bucal que permitem a sua aderéncia e
consequente colonizagdo da superficie lisa do esmalte dental, favorecendo seu
posterior acumulo. Na década de 1930 foi demonstrado que a fermentagédo dos
carboidratos da dieta alimentar nos depdsitos microbianos provoca a formagéo
de Aacido latico, que esta envolvido na desmineralizagdo dos dentes. Esses
microorganismos nao sé fermentam a sacarose como a partir destas sintetizam

polissacarideos extracelulares que favorecem ainda mais a ades&o das
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bactérias (DE STOPPELAAR et al, 1971; GIBBONS e VAN HOUTE, 1975;
HAMADA e SLADE,1980). Esta sintese é feita por enzimas chamadas
genericamente de glicosiltransferases, podendo ser sintetizados glucanos pela
acéo glucosiltransferases (Gtf) e frutanos pela atividade das frutosiltransferases
(Ftf) (ROLLA et al., 1983; HAMADA e SLADE,1980; LOESCHE,1986).

Apesar das evidéncias experimentais em animais e observagdes
clinico-laboratoriais em humanos confirmarem a importancia dos
microorganismos na etiologia da carie, deve ser destacado que a doenca é
multifatorial. Weyne e Harari (2001) reforcam a natureza multifatorial da carie,
guando dizem que a interagdo de varios fatores em condigbes criticas é
condi¢cdo necessaria para que ela se expresse clinicamente. Além da microbiota,
outros fatores sdo importantes, destacando-se a susceptibilidade do hospedeiro
e sua dieta. Microorganismos cariogénicos podem ser frequentemente isolados
da cavidade oral de individuos sem carie, revelando a importancia dos demais
fatores no controle do desenvolvimento da doenca. Fluxo e capacidade tampao
da saliva, bem como o nivel de componentes antimicrobianos e anticorpos neste
fluido organico, desempenham papel importante na regulagdo da microbiota e
sua viruléncia. Além disso, o grau de mineralizacdo do esmalte dentario e a
organizagdo dessa estrutura sdo aspectos fundamentais para a resisténcia ao
ataque acido microbiano. Os carboidratos da dieta, principalmente a sacarose,
participam na nutrigio e na colonizagdo microbianas da cavidade oral,
representando um fator preponderante na etiologia da cérie. A triade de Keyes,
esquema desenvolvido pelo Dr. Paul Keyes na década de 60 para estabelecer
os fatores primarios da céarie (KEYES, 1960), hoje em dia & apresentado
modificado com a inclusdo de um novo fator que é o tempo, periodo em que €
necessario que se permaneca todos os outros fatores para que a doenga ocorra
(UZEDA , 2002)(Figura 5).




Dieta

i DrTmInsy
P XX ) ?»5 et

Bactérias

FIGURA - 5 . Modelo de Keyes Modificado

1.2.4. A progressao da Carie Dental

A carie € o processo de desmineralizacdo do dente por &cidos
formados através do metabolismo dos carboidratos pelas bactérias orais
(THYLSTRUP e FEJERSKOV, 2001). A atividade cariosa pode ser
diagnosticada pelo surgimento de uma area esbranquicada, opaca e rugosa, na
superficie do dente, gerada pela desmineralizacdo do esmalte. A Carie incipiente
ou mancha Branca aparece no estagio inicial da carie, antes que se forme uma
cavidade propriamente dita. Neste estagio a carie pode ser remineralizada
(Figura 6.A).Quando o acido produzido pelas bactérias dissolve o0 esmalte dos
dentes provocando uma pequena cavidade temos a carie de esmalte. Até este
estagio a carie ndo causa dor na grande maioria dos casos (Figura 6.B). Apos
ultrapassar o esmalte a céarie avanga mais rapidamente na dentina e passa a ter
uma maior probabilidade de causar dor (Figura 6.C). Um ultimo estagio, a carie
evolui até alcancgar totalmente a polpa, causando dor e podendo originar

abscessos no tecido 6sseo abaixo da raiz (Figura 6.D).




40

el
2 :
‘1“ ‘." ' A
7P 2\

R o 1

B 9 | -
?'1 o " 'l
e e ,’;‘!_!% ,‘} €
T =1 ¥ s et
g i‘“;,,\ i! (’

FIGURA - 6. Evolugao do processo de carie. Quadros acima: A. Mancha branca.
B.Carie de esmalte. C. Carie de Dentina. D. Carie envolvendo a polpa dentaria.

(http://www.apcd.org.br/Biblioteca/Revista/2002/jan_fev/44.asp)

A placa bacteriana cariogénica é uma entidade organizada,
proliferante, enzimaticamente ativa, capaz de se aderir a superficies dos dentes,
ocasionando as alteragbes patolégicas da cavidade bucal. A desorganizagao
desse consoércio bacteriano é indicada tdo logo quanto possivel (CIANCIO,
1992).

Nos ultimos anos tém-se observado expressivos ganhos nos niveis
de saude bucal das pessoas na maioria dos paises industrializados, e também
entre alguns paises em processo de desenvolvimento, de acordo com inUmeros
estudos epidemiolégicos. Varios sédo os fatores que contribuiram para a redugao

da incidéncia das doengas mediadas por placas bacterianas, apesar de que as
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doengas carie e periodontal continuam sendo os maiores problemas de saude
publica, e que demandam consideraveis volumes de recursos financeiros para
seu combate (WEYNE, 2001). A efetividade dos dentifricios fluoretados na
reducao da carie dental comecgou a ser estudada a partir da segunda metade do
século XX, apds a Segunda Grande Guerra Mundial. Incorporado ao organismo,
o flior esta presente na saliva, banhando os dentes, e associado ao esmalte
dentério de maneira a torna-lo mais resistente ao "ataque" dos microrganismos.
No Brasil, a administragcdo do fluor é feita pela agua de abastecimento publico.
Dessa maneira, o fluor "entra" no organismo de forma sistémica beneficiando o
organismo de uma forma geral. O flior também esta presente nos cremes
dentais, solugdes de bochecho, vernizes fluoretados e nas aplicacdes locais
realizadas por dentistas. Isso tudo pode causar um aumento na concentragéo
sanguinea, que se ocorrer no periodo de formagdo do dente, pode causar
manchamentos denominados "fluorose”. A fluorose dental se caracteriza
clinicamente pela deteccao de estrias esbranquicadas, em geral horizontais e
translucidas, no esmalte, sendo sua hipoplasia causada pela ingestao excessiva
de Fluor no periodo de calcificagdo dos dentes (PINTO, 2000). O periodo de
desenvolvimento dos dentes susceptiveis a fluorose é por volta dos 22 aos 26
meses de idade da crianga e para os incisivos a ingestdo de Fluor é critica até
36 meses apos este periodo (EVANS e STAMM, 1989). O dentifricio fluoretado &
a razao principal do declinio da carie no mundo desenvolvido, mas seu uso em
jovens e criangas deve ser observado para se evitar consequéncias como a
fluorose, quando este método € associado a outra forma de liberacéo de fluor
(SATO, 2001).

Assim, a carie dental € uma doenga caracterizada pela destruicéo
localizada e progressiva dos tecidos duros do dente e esta intimamente
associada com a microbiota residente do biofilme dental, de modo que o seu
tratamento envolve a remogédo mecanica desses biofimes (MARSH e MARTIN,
1992).

Nas Uultimas décadas tém sido observado mundialmente um

crescente uso de produtos naturais para prevencdo de doengas bucais
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(WOLINSKY e SOTE, 1984; WU-YUAN et al., 1990, HARPER et al.,1990;
ISRAELSON, 1991; IKENO et al., 1991, OTAKE et al., 1991, MORAN et al.,
1991; OOSHIMA et al., 1993). Diversos relatos tém demonstrado que estes
produtos, principalmente plantas medicinais, apresentam  atividade
antibacteriana sobre os patégenos bucais, entre estes S. mutans (SOUTHARD
et al., 1984; WOLINSKY e SOTE, 1984; MOSADOMI, 1987; SAKANAKA et al.,
1989; OSAWA et al., 1990; SAEKI et al., 1993 ; WOLINSKY et al., 1996).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Principal

O objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade anticariogénica das lectinas
de sementes de Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus
e Vatairea macrocarpa, e das lectinas isoladas das algas Bryothamnion
seaforthii e Bryothamnion triquetrum.

2.1.1. Objetivos especificos

- Verificar a possivel ligagcdo das lectinas das espécies Canavalia brasiliensis,
Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus, Vatairea macrocarpa, Bryothamnion
seaforthii e Bryothamnion triquetrum a pelicula adquirida ao esmalte através de
fluorescéncia utilizando-se FITC associado as lectinas.

- Verificar a possivel interferéncia das lectinas das espécies Canavalia
brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus, Vatairea macrocarpa,
Bryothamnion seaforthii € Bryothamnion triquetrum no processso de colonizag&o
da pelicula adquirida através de metodologia de formacao de biofilme “in vitro”
utilizando-se cinco cepas bacterianas importantes no processo cariogénico:
Streptococcus mutans, S. sobrinus, S. sanguis, S. oralis e S. mitis.

- Verificar a possivel acdo antibacteriana contra Streptococcus mutans das
lectinas de sementes de Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis, Dioclea
violacea, Lonchocarpus sericeus e Vatairea macrocarpa.

- Verificar as possiveis alteragdes morfologicas, através de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e de microscopia eletrénica de transmissao
(MET), de Streptococcus mutans provocadas por lectinas de sementes de
Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus

sericeus e Vatairea macrocarpa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Lectinas

As lectinas estudadas estdo descritas na tabela 1, juntamente com sua
especificidade por carboidratos, matriz cromatografica usada no isolamento e a
referéncia metodoldgica.

A etapa da pesquisa relacionada a obtencdo das lectinas de sementes
de Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus, e Vatairea
macrocarpa, bem como das lectinas de algas Bryothamnion seaforthii e
Bryothamnion triquetrum, foram realizadas no Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas (BIOMOL — LAB), do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

3.2. Saliva

A saliva utilizada nos experimentos foi obtida a partir de doadores
clinicamente saudaveis através da colaboragdo do Prof. Samuel Pessoa do
Curso de Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem
da Universidade Federal do Ceara .

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas em frascos estéreis
imersos em gelo e imediatamente submetidas a centrifugagc&o a 10.000g por 10
minutos a 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi filtrado em
filtros 0,22um (Millipore) e denominado de saliva clarificada. Para os ensaios
utilizamos um conjunto (denominado de pool) de saliva clarificada contendo
material de 5 pacientes fixos. Isso além de permitir uma quantidade maior de
sitios de ligacédo na pelicula, uniformizou a formacao da PAE (Pelicula adquirida
do esmalte), o que diminuiu a variagdo da composi¢cdo salivar da pelicula,
excluindo uma variavel indesejada nesses estudos (GIBBONS et al, 1986;
LAMKIM et al., 2001).




—

i TABELA - 1. Lista das espécies das quais foram isoladas as lectinas utilizadas nos experimentos juntamente com sua

especificidade por carboidrato, matrix cromatogréfica usada no isolamento e referéncia da metodologia.

Espécie Especificidade Isolamento/matrix Referéncia Utilizada no Isolamento
Canavalia brasiliensis Glicose/manose Sephadex G50 MOREIRA e CAVADA, 1984.
Dioclea violacea Glicose/manose Sephadex G50 MOREIRA et al.,1996.
Bryothamnion seaforthii Glicanos complexos DEAE AINOUZ et a/.,1995
Bryothamnion triquetrum Glicanos complexos DEAE AINOUZ et al.,1995
Vatairea macrocarpa Galactose Goma de guar CAVADA et al.,1998
Lonchocarpus sericeus N acetil D glicosamina Quitina/DEAE SERVULO, 2004

Sy
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3.3. Bactérias

Os microorganismos foram gentilmente cedidos pelo Departamento de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP) e

estao descritos na tabela abaixo:

TABELA - 2. Espécie e cepa dos microorganismos utilizados

Microorganismo Cepa
Espécie
Streptococcus mutans ATCC 25175
Streptococcus sobrinus ATCC 6715
Streptococcus sanguis ATCC 10556
Streptococcus oralis ATCC 182
Streptococcus mitis ATCC 903

3.4. Formagao de pelicula adquirida do esmalte (PAE) em pérolas de
hidroxiapatita para ensaio de marcagao de pelicula através de lectina

associada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC)

Para a formacédo da pelicula adquirida (PAE) foi utilizado 5mg de pérolas
de hidroxiapatita (60um) e em seguida adicionou-se 125ul do pool de saliva
clarificada de cinco pacientes. A amostra permaneceu por uma hora sobre
agitacdo constante a temperatura ambiente. Em seguida, as pérolas foram
lavadas com tampao PBS 0,1M pH 7,2 e utilizadas nos experimentos (LAMKIM
et al., 2001).

3.5. Associacgdo de lectinas com FITC (Isotiocianato de fluoresceina)
Aliquotas contendo 1mg de lectina acrescida do monossacarideo

inibidor (0,1M), exceto as lectinas de algas que n&o foram associadas a nenhum

acucar inibidor previamente, foram dissolvidas em 2ml de solugdo de
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conjugacdo (1,5ml de tampéo carbonato/bicarbonato de sédio 0,2M pH 9,3,
contendo 0,5ml de etilenoglicol). Apés rapida agitagao em vortex foi adicionado a
mistura (lectina/agucar e solucéo de conjugacao) 500ul de uma solucgéo de FITC
em etilenoglicol (0,05mg/ml) e esta ultima foi submetida a agitacdo por 5h a 4°C
e ao abrigo da luz. Apés incubacgéo, a fragdo contendo lectina/FITC foi separada
da FITC nao conjugada por meio de cromatografia de exclusdo molecular em
coluna PD 10 (Pharmacia LKB — 9,0 ml), previamente equilibrada com agua Milli
- Q saturada com N-butanol 5% e com fluxo continuo mantido por forga da
gravidade. Imediatamente antes da cromatografia, 450ul da solugao de equilibrio
foram adicionados a amostra e, em seguida, aplicada a coluna. O pico |, que
corresponde a fracao lectina/FITC foi retirado com 3,5ml de solugdo N-butanol
5%, enquanto que a FITC nao conjugada foi eluida no Pico Il com 10ml da

mesma solugao.

3.6. Ensaio de marcacdao de pelicula adquirida (PAE) com lectinas

associadas com FITC

Apbs o tratamento das pérolas de hidroxiapatita com saliva (ver item 3.4),
adicionou-se 1ml de cada solugado das lectinas de sementes de Canavalia
brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus, Vatairea macrocarpa,
Bryothamnion seaforthii ou Bryothamnion triquetrum marcada com FITC
(100ug/ml) e colocou-se as pérolas sob agitagdo por uma hora. Apos esse
-tempo as pérolas foram lavadas duas vezes com tamp&o PBS 0,1M pH 7,2
sendo, em seguida, observadas ao microscopio de fluorescéncia modelo
Olympus System Microscope Model BX60. Para a tentativa de reversdo dos
efeitos foi utilizada uma solugdo de lectina (100ug/ml) conjugada com acucar
especifico (0,1M) mantidos previamente em estufa a 37°C por 30 minutos. Os
seguintes carboidratos foram utilizados: Para lectina de Canavalia brasiliensis e
Dioclea violacea utilizou-se manose; Para lectina de Lonchocarpus sericeus
utilizou-se N acetil glicosamina; Para lectina de Vatairea macrocarpa utilizou-se
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galactose e para lectina de Bryothamnion seaforthii ou Bryothamnion triquetrum
utilizou-se mucina de porco (1mg/ml).

O Controle negativo foi realizado utilizando-se somente solucdo de
FITC na concentragdo de 5ug/ml deixada em contato com as pérolas de
hidroxiapatita/ PAE por uma hora e em seguida lavada com PBS 0, 1M pH 7,2 e
observada ao microscépio de fluorescéncia.

Especificamente para a lectina isolada da alga Bryothamnion
seaforthii realizou-se um teste de termoestabilidade mantendo-se uma solugao
dessa lectina (100ug/ml) aquecida a 100°C e retirando amostra para os testes
nos seguintes tempos 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 45 minutos e 60
minutos. O intuito desse teste foi de tentar ratificar através desse método a

termoestabilidade dessa lectina ja descrita anteriormente (AINOUZ et al., 1995).

3.7. Ensaio de inibicao de adesao bacteriana através do tratamento da

pelicula adquirida (PAE) com lectinas vegetais

As amostras contendo os microrganismos foram crescidas em 3ml
de Todd Hewitt Broth (Difco) overnight a 37°C em uma atmosfera de 10% COo,
centrifugadas (5000 rpm) por 5 minutos e lavadas duas vezes com tamp&o PBS
0,1M pH 7,2 sendo ressuspendidas no ultimo ajustando-se a concentracdo a 10°
CFU/ml ( A580nm =1 /10° CFU/mlI) .

A saliva clarificada de cinco pacientes (100ul) foi transferida para a
placa de poliestireno (ELISA) estéreis com fundo em U e incubadas por 2 horas
a 37°C. Apds o periodo de incubagao, as placas foram lavadas trés vezes com
agua destilada estéril para retirada do excesso de saliva. Adicionou-se aos
pocos 100ul de solugdo de cada uma das seis lectinas (100ug/ml) testadas ou
das solugdes contendo lectina associada com seu respectivo agucar especifico
(0,1M) e incubadas por 1 hora a 37°C. No caso das lectinas de algas, por conta
da sua especificidade a carboidratos complexos, a tentativa de reversdo foi
realizada utilizando uma solugcdo de 1mg/ml de mucina de porco. As placas
foram lavadas por trés vezes com agua destilada estéril e em seguida foram
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adicionadas as amostras (100ul) dos respectivos microrganismos (n = 6) e
novamente incubadas a 37°C por 1 hora.

Foram realizados dois controles negativos de inibicao. No primeiro
utilizou-se em vez das solugdes de lectinas somente uma solugéo salina 0,15M
e no segundo controle foi realizado utilizando uma solug&o contendo 1mg/ml de
albumina humana.

A adesdo das bactérias foi quantificada segundo a metodologia
descrita por OTOOLE e KOLTER, em 1998. Consiste numa coloragéo através
de cristal de violeta 1%. Para tanto, foi adicionado 100ul de cristal de violeta 1%
em cada pogo e deixado por 30 minutos. As placas, nesse estagio, foram
lavadas trés vezes com agua destilada estéril e colocadas sob temperatura
ambiente por 1 hora. Apds esse tempo em cada pocgo foi adicionado 200ul de
alcool metilico e, apés 1 hora, 100ul da suspensé&o foi transferida para uma
segunda placa de ELISA de fundo chato seguido de leitura a 575nm em um
leitor de ELISA. Os dados foram analisados através de analise de variancia
(ANOVA) e Bonferoni t test para comparar os grupos controles (salina e

albumina) e os grupos tratados.
3.8. Determinagao da atividade antibacteriana
3.8.1. Atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans

Linhagens de bactérias de Streptococcus mutans crescidas em meio BHI
(Infuséo de Cérebro e Coracdo — DIFCO) 24 horas antes, foram centrifugadas
(5000 rpm/5min), coletadas e resuspensas em tampao PBS 0,1M, pH 7,4. Estas
aliguotas de suspensdo bacteriana foram ajustadas até uma concentracéo méae
de 10® UFC/ ml (A650nm = 3 ). Esta suspencio inicial previamente ajustada foi
ent&o diluida a uma concentragéo bacteriana de 1 x 10*UFC/ ml (concentragéo
final) que foi usada para incubagcdo com as lectinas na concentracdo de
250ug/ml, seguindo entdo a uma incubagao de 30 minutos a 37°C. Apos o

tempo de incubagado cerca de 250ul (concentragcéo final) desta suspens&o foi
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entdo aplicada sobre placas de petri com agar sangue e entdo procedeu-se uma
incubagdo, em condi¢gdes de escuro, em anaerobiose (via injecgédo de CO; e
retirada completa o ar da camara de incubac&o, dando uma concentragéo final
de CO, na cdmara de 10%) a 37°C para possibilitar o crescimento das colénias
de Streptococcus mutans, por 72 horas e analisadas posteriormente por
contagem de colbénias de bactérias. Os dados foram analisados através de
analise de variancia (ANOVA) e Bonferoni t test para comparar os grupos (n=6).

3.8.2. Microscopia eletrénica de Transmissao

Neste protocolo experimental para observagcdo das alteragbes
morfoldégicas em microscopia eletrénica de transmissdo foram feitas com
bactérias sem a presenga e na presenca das lectinas estudadas. As amostras
de bactérias foram imersas em fixador (Glutaraldeido a 2,5% em tampé&o fosfato
de sédio 0,1M, pH 7,4), por 12 horas a 4°C, lavadas trés vezes por 10 min com
tampao A (Fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4), e fixadas com 1% de tetréxido de
6smio (Agar Scientific Ltd) em tampéo A , por 2 horas a 4°C. O material entdo
foi desidratado com uma concentracdo crescente de etanol e embebida em
resina Epon e a polimerizacéo foi realizada a 60°C por 48 horas. Os blocos
obtidos foram aparados e cortados em um ultramicrétomo (Dupont-Sorvall MT2)
e as fatias obtidas foram montadas e coradas com Acetato de Uracil 2% por 15
minutos, seguido por um banho de 2,6% de Citrato (Agar Scientific) por mais 15
minutos. As amostras foram entdo analisados em microscopia eletrénica de
transmissdo LEO 906 trabalhando entre 40 e 100kV.

3.8.3 Microscopia eletronica de varredura
Amostras foram analisadas em microscopia eletrénica de varredura onde

foram examinadas apdés o tempo de incubacdo das bactérias com ou sem
lectinas. Apds o tempo de incubagao as amostras de bactérias foram fixadas a
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4°C em 0.1M de tampéo cacodilato pH 7,4, contendo 2,5% de glutaraldeido por
12 horas para serem preparadas em microscopia eletrénica de varredura. As
amostras foram fixadas com tetréxido de ésmio 1% em tampé&o Cacodilato 0,1M,
pH 7,4. As amostra de bactérias fixadas foram colocadas em filtros de
policarbonato (tamanho de poro: 1um, Millipore) e foram “lavadas” com tamp&o
de Cacodilato 0,1M e desidratadas com solugdes crescentes de etanol. As
amostras foram entdo cobertas com uma fina pelicula de ouro usando um
Sputter Coater BALZERS SCD 050. As analises de microscopia eletrénica de
varredura foram feitas usando microscopio eletrénica de varredura JSM-5800LV-
JEOL.




4. RESULTADOS

4.1. Resultado do Ensaio de marcagao de pelicula adquirida (PAE) com

lectinas associadas com FITC

O Controle negativo deste ensaio € composto por pelicula de saliva
sobre pérola de hidroxiapatita tratada com solu¢do de FITC sem lectina associada
e apresenta-se sem nenhum padréo de marcagédo como o esperado (Figuras 7 e
8).

FIGURA - 7. Visualizagdo em microscépio de fluorescéncia do controle negativo

do ensaio de marcacgao de pelicula adquirida no aumento de 100x.

FIGURA - 8. Visualizagdo em microscopio de fluorescéncia do controle negativo

do ensaio de marcacgao de pelicula adquirida no aumento de 200x.
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A lectina de sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr) possui um
padrao de marcacao de pelicula adquirida bastante irregular mostrando-se

evidente somente em alguns pontos da imagem tomando como referéncia o

controle (Figuras 9 e 10).

FIGURAS - 9 e 10. Marcagao de pelicula adquirida (PAE) através de lectina de
sementes de Canavalia brasiliensis associada ao FITC. Na Figura 9 (esquerda) a
visualizacado é realizada ao microscopio éptico (100x) e na Figura 10 (direita) a

visualizacao é realizada ao microscépio de fluorescéncia (100x).

A lectina de sementes de Dioclea violacea (DVL) apresentou uma
marcacgao de pelicula bastante irregular assemelhando-se a marcacao obtida com
a lectina ConBr, entretando, as pérolas foram melhor evidenciadas, como pode-se

verificar nas figuras 11 e 12.
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FIGURAS - 11 e 12. Marcacao de pelicula adquirida (PAE) através de lectina de
sementes de Dioclea violacea associada ao FITC visualizada ao microscopio de
fluorescéncia (100x).

A lectina de sementes de Vatairea macrocarpa mostrou um aspecto de
marcagao muito mais uniforme do que as lectinas DVL e ConBr , entretanto, com

menor intensidade (Figuras 13 e 14).

FIGURAS - 13 e 14. Marcacao de pelicula adquirida (PAE) através de lectina de
sementes de Vatairea macrocarpa associada ao FITC. Na Figura 13 (esquerda) a
visualizacao é realizada ao microscopio optico (100x) e na Figura 14 (direita) a

visualizacao é realizada ao microscopio de fluorescéncia (100x)
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A lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus, dentre as lectinas de

leguminosas, foi a que mostrou maior capacidade de ligacao a pelicula adquirida

como observa-se nas figuras 15 e 16.

FIGURAS - 15 e 16. Marcacao de pelicula adquirida (PAE) através de lectina de
sementes de Lonchocarpus sericeus associada ao FITC visualizada ao
microscopio de fluorescéncia (100x).

As lectinas de algas marinhas das espécies Bryothamnion seaforthii e
Bryothamnion triquetrum associadas ao FITC foram, dentre as testadas, as que
possuiram a maior capacidade de marcagao mostrando um padrao fluorescéncia
forte e extremamente uniforme. Em alguns casos fica evidente uma aglutinacao
das pérolas de hidroxiapatita promovidas por essas lectinas (Figuras 17, 18, 19 e
20).
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FIGURAS - 17 e 18. Marcacao de pelicula adquirida (PAE) através de lectina
isolada da alga Bryothamnion seaforthii associada ao FITC visualizada ao
microscopio de fluorescéncia (100x).

FIGURAS - 19 e 20. Marcacao de pelicula adquirida (PAE) através de lectina
isolada da alga Bryothamnion triquetrum associada ao FITC visualizada ao
microscopio de fluorescéncia (100x).
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4.2. Resultado da reversao do efeito das lectinas através da prévia
associacao com carboidratos especificos, no ensaio de marcacao de

pelicula adquirida (PAE)

Os efeitos de marcacao das lectinas de sementes de Canavalia
brasiliensis, Dioclea violacea e Vatairea macrocarpa foram revertidos quando pré
incubou-se essas lectinas com 0,1M de seus agucares especificos. Verifica-se que
nenhum tipo de marcagédo € observado assemelhando-se nesses casos com o
controle negativo.

O Efeito de marcacéao de pelicula adquirida a pérolas de hidroxiapatita
evidenciadas por lectinas de sementes de Lonchocarpus sericeus nao foi revertido
na presenca de 0,1M de N acetil glicosamina.

As lectinas de algas marinhas Bryothamnion seaforthii e Bryothamnion
triquetrum nao tiveram seus efeitos de marcacao revertidos através da pré-
incubagao com mucina de porco.

O resumo das marcagdes e das inibigées estao descritas na tabela 3.

4.3. Resultado do teste de termoestabilidade da lectina de alga marinha
Bryothamnion seaforthii

O Resultado do teste mostrou que a lectina de alga marinha
Bryothamnion seaforthii € termoestavel suportando até 20 minutos a 100°C sem
perder sua atividade no ensaio de marcacdo de PAE com lectina marcada com
FITC. A paritr desse tempo a atividade diminui até que no tempo de 60 minutos ja

notamos auséncia de marcagao (Figura 21).

4.4. Resultado do ensaio de inibicio de adesdo bacteriana através do

tratamento da pelicula adquirida (PAE) com lectinas

Os dados obtidos foram expressos nas figuras 22, 23, 24, 25 e 26. e
nas tabelas 4, 5, 6, 7 e 8. Cada uma dessas figuras ou tabelas relaciona a agao

das lectinas de Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus,
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TABELA - 3. Grau de marcagéo de pelicula adquirida (PAE) através das lectinas das espécies Canavalia
brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus, Vatairea macrocarpa, Bryothamnion seaforthii e
Bryothamnion triquetrum quando incubadas diretamente em solugéo juntamente com as pérolas cobertas

com PAE (Coluna 1) ou quando pré incubadas com seus respectivos agucares especificos ou Mucina, no
caso das lectinas de algas marinhas.(Coluna 2).

[.ectina L.ectina + Carboidratos
Especificos

+++ *

et +++ *

Legenda: ( - ) Sem marcagao; ( + ) Marcagao irregular; ( ++ )Marcacgéo uniforme; ( +++ ) Marcagéao forte e
uniforme.
* Mucina (1mg/ml)

_




Tempo Zero

30min(100°C)

10 min{100°C)

45min(100°C)

20min(100°C)

60min(100°C)

FIGURA - 21. Evolugé@o da marcacéo de pelicula adquirida usando-se lectina da alga Bryothamnion seaforthii em fungao

do tempo de fervura.

68
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Vatairea macrocarpa, Bryothamnion seaforthii e Bryothamnion triquetrum sobre a
inibicdo da adesdo de cada cepa bacteriana prevista no estudo: Streptococcus
sanguis; Streptococcus oralis, Streptococcus mitis; Streptococcus sobrinus e
Streptococcus mutans.

Na figura 22 e na tabela 4 observamos que as todas as lectinas,
excetuando-se a lectinas de sementes de Lonchocarpus sericeus, foram eficazes
em inibir a ades&o de S.sanguis a pelicula adquirida em relag&o ao controle salina.
Com relagé&o ao controle com albumina todas foram efetivas excetuando-se a BTL
e LSL. A Lectina mais eficaz, entretanto, foi a lectina DVL, seguida da lectina
ConBr e BSL. As lectinas BTL e VML também se mostraram estatisticamente
eficazes em interferir na ades@o. Todas as lectinas com atividade contra a adesao
de S. sanguis tiveram seus respectivos efeitos revertidos através da pré incubacgéo
com seus agucares especificos ou mucina de porco (1mg/ml) , no caso das
lectinas de algas.

A figura 23 e na tabela 5 mostram a agao das lectinas na inibi¢do da
adesao se S.oralis a PAE. As lectinas ConBr, DVL e BSL foram estatisticamente
eficientes em inibir a adesdo dessa bactéria em relagdo aos dois controles
utilizados. As lectinas BTL, VML e LSL nao foram capazes de inibir a adeséo
dessa cepa a PAE. Todas as lectinas com atividade contra a adeséo de S.oralis
tiveram seus respectivos efeitos revertidos através da pré incubagdo com seus
acucares especificos ou mucina, no caso das lectinas de algas.

A figura 24 e a tabela 6 deixam claro que todas as lectinas testadas
foram eficientes na inibicdo da ades&o de S. mitis a pelicula adquirida do esmalte
em relagdo aos controles utilizados, excetuando-se a lectina VML que somente foi
estatisticamente eficaz com relagcdo ao controle com salina. A lectina mais
eficiente foi a DVL que mostrou-se capaz de inibir em até 99,3% a adesdo dessa
cepa bacteriana. Todas as lectinas com atividade contra a adesdo de S. mitis
tiveram seus respectivos efeitos revertidos através da pré incubagdo com seus
acucares especificos ou mucina, no caso das lectinas de algas. A reversdo do
efeito de LSL, uilizando-se LSL juntamente com N acetil glicosamina, revertou o

efeito e foi estatisticamente diferente do controle com solugdo de albumina.
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Na figura 25 e na tabela 7 verificamos que a ConBr € a mais efetiva na
inibicdo da adesédo de S. sobrinus a PAE, entretanto, assemelha-se muito ao efeito
da DVL nesta bactéria. As lectinas de algas séo também efetivas com relagao aos
controles, salina e albumina, porém em menor grau que as lectinas anteriormente
citadas. A lectina LSL também mostra eficacia, em relagdo ao controle com
salina,na inibicdo da adeséo, entretanto em menor grau que todas as outras. J& a
lectina de VML ndo apresentou nenhum efeito na inibicdo da adesdo de S.
sobrinus a PAE. Todas as lectinas com atividade contra a ades&o de S. sobrinus
tiveram seus respectivos efeitos revertidos através da pré incubagédo com seus
acucares especificos ou mucina, no caso das lectinas de algas.

A figura 26 e a tabela 8 apresenta o efeito das seis lectinas testadas
nesse modelo sobre a inibicdo da adesdo de bactérias da espécie S. mutans. As
lectinas ConBr, DVL e BSL apresentaram efeito estatisticamente comprovado com
relacdo aos dois controles utilizados no ensaio. A lectina LSL foi efetiva somente
em relagcdo ao controle com solugdo salina. As lectinas VML e BT nao foram
eficazes em inibir a adesado de S. mutans a PAE. Todas as lectinas com atividade
contra a adesdo de S.mutans tiveram seus respectivos efeitos revertidos através
da pré incubagéo com seus agucares especificos ou mucina, no caso das lectinas
de algas a excecao de LSL onde o N acetil glicosamina nao promoveu reversao do

efeito.

4.5. Resultado da atividade antibacteriana de lectinas vegetais contra S.
mutans

Observamos que as lectinas de sementes de Canavalia ensiformis,
Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus e Vatairea
macrocarpa foram capazes de diminuir a viabilidade de colénias da bactéria S.
mutans. A lectina mais eficaz foi a DVL seguida de LSL e ConA. A lectina que
menos inibiu a viabilidade das coldnias foi a ConBr mas ainda assim 50% das

colénias ndo vingaram na presenca desta proteina.
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FIGURA - 22. Agéo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Bryothamnion
seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea macrocarpa e Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da adesdo da
espécie bacteriana Streptococcus sanguis a pelicula adquirida e suas respectivas reversdes através da associagédo
das lectinas com agucares especificos. * Diferenca estatistica em relagéo ao controle Salina. * Diferenca estatistica

em relacdo ao controle Albumina. P<0,01. (n = 6)
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TABELA - 4. Agdo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis,
Dioclea violacea, Bryothamnion seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea
macrocarpa € Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da adesdo da espécie
bacteriana Streptococcus sanguis (n = 6) a pelicula adquirida e suas respectivas
reversbes através da associagdo das lectinas com agucares especificos. * Diferenga
estatistica em relagdo ao controle Salina. * Diferenga estatistica em relagdo ao
controle Albumina. P<0,01.

Streptococcus sanguis ABS 575 nm

Controle Salina 0,154 + 0,006
Controle Albumina 0,143 + 0,008
Lectina Lectina + Agucar

ConBr 0,032 + 0,008 * 0,146 + 0,008
DVL 0,008 + 0,007 * 0,146 + 0,001
BS 0,038 +0,023 * 0,151 +0,015
BT 0,114 + 0,013 0,153 + 0,010
VML 0,102 + 0,002 * 0,158 + 0,015
LSL 0,123 + 0,007 0,184 + 0,067

€9




=1 Controle Salina 1 Controle Salina
Controle Albumina Controle Albumina
0.2 555 ConBr 0.2 55 DVL
w0 ¥ ") *
5 Il ConBr + Manose B BN DVL + Manose
fa)
g » 8
0.1 0.1
) !
l.l. . )
S
0.0 . 0.0
0.34 0.3
1 Controle Salina 1 Controle Salina
Controle Albumina Controle Albumina
0.2 55 BS 0.24 =BT
n “ " A
5 o# I BS + Mucina & B BT + Mucina
8 ol 8
0.1 0.1
0.0 W 0.0
0.34 0.34
1 Controle Salina 3 Controle Salina
Controle Albumina =1 Controle Albumina
024 B8 VML 0.2 e 8 LSL
o0 . 0 »
[ . VML + Galactose 3 . LSL + GlcNAc
8 8
0.14 0.14 o
0.0 0.0 -

FIGURA - 23. Agéo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Bryothamnion
seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea macrocarpa e Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da ades&o da
espécie bacteriana Streptococcus oralis a pelicula adquirida e suas respectivas reversdes através da associagdo das
lectinas com agucares especificos. * Diferenca estatistica em relagéo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em

relagdo ao controle Albumina. P<0,01. (n = 6)
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TABELA - 5. Agcédo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis,
Dioclea violacea, Bryothamnion seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea
macrocarpa € Lonchocarpus sericeus sobre a inibigdo da adesdo da espécie
bacteriana Streptococcus oralis (n = 6) a pelicula adquirida e suas respectivas
reversdes através da associagéo das lectinas com agucares especificos. * Diferenga
estatistica em relagdo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em relacdo ao
controle Albumina. P<0,01.

Streptococcus oralis ABS 575 nm

Controle Salina 0,248 + 0,024

Controle Albumina 0,220 + 0,018

Lectina Lectina + Agucar

ConBr 0,084 + 0,039 * 0,234 + 0,013
DVL 0,053 + 0,025 * 0,203 + 0,018
BS 0,137 + 0,024 * 0,233 + 0,003
BT 0,221 + 0,011 0,197 + 0,005
VML 0,192 + 0,007 0,243 + 0,002
LSL 0,204 + 0,037 0,240 + 0,005
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FIGURA - 24. Agéo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Bryothamnion
seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea macrocarpa e Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da ades&o da
espécie bacteriana Streptococcus mitis a pelicula adquirida e suas respectivas reversdes através da associacdo das
lectinas com aglcares especificos. * Diferenca estatistica em relagéo ao controle Salina. * Diferencga estatistica em

relagéo ao controle Albumina. P<0,01. (n = 6)
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TABELA - 6. Agdo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis,

Dioclea violacea, Bryothamnion seaforthii,
macrocarpa € Lonchocarpus sericeus sobre a inibigdo da adesdo da espécie
= 6) a pelicula adquirida e suas respectivas
reversdes através da associagéo das lectinas com agucares especificos. * Diferenca
estatistica em relagdo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em relacdo ao
controle Albumina. P<0,01.

bacteriana Streptococcus mitis (n

Streptococcus mitis

ABS 575 nm

Bryothamnion triquetrum, Vatairea

Controle Salina 0,149 + 0,009
Controle Albumina 0,145 + 0,002

Lectina Lectina + Agucar
ConBr 0,043 + 0,004 * 0,152 +0,010
DVL 0,000 + 0,001 * 0,143 +0,016
BS 0,021 + 0,015 * 0,148 +0,007
BT 0,102+ 0,017 * 0,147 +0,006
VML 0,121 + 0,006 0,151 +0,009
LSL 0,115 +0,001 * 0,169 +0,007 *
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FIGURA - 25. Agdo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Bryothamnion
seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea macrocarpa e Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da ades&o da
espécie bacteriana Streptococcus sobrinus a pelicula adquirida e suas respectivas reversdes através da associacdo
das lectinas com agucares especificos. * Diferenga estatistica em relagéo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em

relagéo ao controle Albumina. P<0,01. (n = 6)
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TABELA - 7. Acdo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis,
Dioclea violacea, Bryothamnion seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea
macrocarpa € Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da adesdo da espécie
bacteriana Streptococcus sobrinus (n = 6) a pelicula adquirida e suas respectivas
reversdes através da associagéo das lectinas com agucares especificos. * Diferenca
estatistica em relagdo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em relagdo ao
controle Albumina. P<0,01.

Streptococcus sobrinus ABS 575 nm

Controle Salina 0,130+ 0,013

Controle Albumina 0,121 + 0,016

Lectina Lectina + Agucar

ConBr 0,000 + 0,005 * 0,129 + 0,058
DVL 0,006 + 0,009 * 0,116 + 0,007
BS 0,024 + 0,002 * 0,121 + 0,014
BT 0,056 + 0,006 * 0,122 + 0,006
VML 0,128 + 0,005 0,134 + 0,020
LSL 0,053 + 0,040 0,103 + 0,001
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FIGURA - 26. Agéo das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Bryothamnion
seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea macrocarpa e Lonchocarpus sericeus sobre a inibicdo da ades&o da
espécie bacteriana Streptococcus mutans a pelicula adquirida e suas respectivas reversdes através da associagdo das
lectinas com agucares especificos. * Diferenca estatistica em relagéo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em
relagéo ao controle Albumina. P<0,01. (n = 6)
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TABELA - 8. Ag&o das lectinas isoladas das espécies Canavalia brasiliensis,
Dioclea violacea, Bryothamnion seaforthii, Bryothamnion triquetrum, Vatairea
macrocarpa e Lonchocarpus sericeus sobre a inibigdo da adesdo da espécie
bacteriana Streptococcus mutans (n = 6) a pelicula adquirida e suas respectivas
reversdes através da associagéo das lectinas com agucares especificos. * Diferenga
estatistica em relagdo ao controle Salina. * Diferenca estatistica em relacdo ao
controle Albumina. P<0,01.

Streptococcus mutans ABS 575 nm

Controle Salina 0,123 + 0,009

Controle Albumina 0,097 + 0,010

Lectina Lectina + Agucar

ConBr 0,009 + 0,003 * 0,103 + 0,014
DVL 0,022 + 0,004 * 0,109 + 0,012
BS 0,001 + 0,007 * 0,092 + 0,007
BT 0,080 + 0,013 0,099 + 0,013
VML 0,120 + 0,041 0,114 + 0,005
LSL 0,087 + 0,006 0,091 + 0,002

IL
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FIGURA 27. Atividade antibacteriana de lectinas de sementes de Canavalia
ensiformis, Canavalia brasiliensis, Dioclea violaea, Lonchocarpus sericeus e
Vatairea macrocarpa contra S.murans * Diferenca estatistica em relagao ao

controle Salina. p<0,01.

4.6. Resultado da analise histopatolégica

A figura 28 e 29 apresentam um controle de S. mutans somente

incubada com solugéao salina.

FIGURA-28 e 29. Controles negativos da atividade de lectinas nas culturas de S.
mutans incubadas somente com salina durante uma hora.
Nas figuras 30 e 31 e nas figuras 32 e 33 observamos as

fotomicrografias dos ensaios com lectinas de sementes de Canavalia ensiformis e
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Canavalia brasiliensis e verificamos que mesmo com um efeito na reducao da
viabilidade de colénias observados no experimento de atividade antibacteriana

nao se verifica modificagao estrutural visivel ao MEV nas bactérias.

e W
y

FIGURA-30 e 31. Microscopia eletrénica de varredura de S. mutans incubadas por

uma hora com a lectina de sementes de Canavalia ensiformis (ConA)

FIGURA 32 e 33 Microscopia eletronica de varredura de S. mutans incubadas por

uma hora com a lectina de sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr).

Na figura 34 reproduzimos um controle negativo para compararmos
com a figura 35 onde observamos o efeito observavel ao MEV da lectina DVL nas

bactérias promovendo certo enrugamento da membrana.
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FIGURA 34 e 35. Microscopia eletronica de varredura do controle negativo (34) e
do efeito da lectina DVL sobre S. mutans (35).

Ao observamos a microscopia eletrénica de transmissao dos ensaios
envolvendo DVL, quando comparados ao controle negativo, verificamos sensiveis
modificacbes de membrana possivelmente relacionadas ao enrugamento

encontrado na MEV na Figura 36 (Controle) e na Figura 37 (DVL).

FIGURA 36 e 37. Fotomicrografias eletronicas de transmissdo do controle

negativo (Salina) e do efeito da DVL sobre S.mutans.

Na figura 38 e 39 verificamos o comparativo entre o controle negativo
e a amostra incubada com a lectina LSL. Observamos muito claramente uma
desestruturagdo da membrana das células o que pode responder pelo efeito

encontrado na atividade antibacteriana.
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FIGURA 38 e 39. Fotomicrografia eletronica de varredura mostrando o controle
negativo (Salina) (38) e a amostra tratada com LSL (39).
Na figura 41 verificamos a perda de material citoplasmatico bacteriano

apo6s rompimento de membrana provocada pela lectina LSL.

FIGURA 40 e 41. Fotomicrografia eletrébnica de transmissdo mostrando o
controle negativo (Salina) (40) e a amostra tratada com LSL (41).
Os dados obtidos com a lectina VML sado semelhantes aos
encontrados com a lectina LSL como podemos observar nas figuras 43 e 45 mas
nao verificamos ruptura de membrana e sim coagulagao citoplasmatica e alteragao

de membrana.
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FIGURA 42 e 43. Fotomicrografia eletronica de varredura mostrando o controle

negativo (Salina) (42) e a amostra tratada com VML (43).

FIGURA 44 e 45. Fotomicrografia eletrobnica de transmissdo mostrando o
controle negativo (Salina) (44) e a amostra tratada com VML (45).
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5.DISCUSSAO

Embora permaneca ainda uma incognita a real fungcdo das lectinas
dentro dos organismos onde sdo encontradas, tem sido verificado um crescente
interesse no estudo destas moléculas, sobretudo pela gama de aplicagdes
possiveis para as mesmas. Em areas aplicadas, como medicina e agricultura,
varias lectinas tém sido patenteadas nas ultimas décadas em utilizagcdes das
mais variadas, que vao da utilizagdo em cancerologia para algumas a
capacidade inseticida para outras, o que pode ser facilmente detectado com
uma simples busca em bancos de patentes (http://www.cni.org.br/links/links-at-
patentes.htm).

Em imunologia, para citar um exemplo, o foco sobre estas proteinas
aumentou significativamente ap6s a descoberta de que a jacalina, a lectina de
sementes de Artocarpus integrifolia, era capaz de descriminar IgA1 de IgA2
(AUCOUTURIER et al, 1996). Assim, novos resultados foram obtidos nos
ultimos anos no que diz respeito a mitogenicidade destas moléculas (BARRAL-
NETTO et al., 1992), a capacidade de inducdo da sintese de interferon in vitro
(BARRAL-NETTO et al, 1992) e in vivo (BARRAL-NETTO et al., 1996), a
capacidade de ativacdo de macréfagos (RODRIGUEZ et al, 1992) e a
capacidade de inducdo da sintese e liberagdo de 6xido nitrico (ANDRADE et al.,
1999).

Do ponto de vista farmacoldgico, é crescente o interesse por lectinas
como ferramentas para o estudo de processos inflamatérios (ASSREUY et al.,
1997). Tem sido demonstrado que algumas lectinas apresentam efeito
edematogénico (BENTO et al., 1993) e outras a capacidade de induzir a
liberacdo de histamina (GOMES et al., 1994). Este interesse ficou mais
acentuado apos a descoberta de que uma mesma lectina, dependendo da via de
administrac&o (i.p. ou i.v.), pode apresentar um efeito pro-inflamatério ou anti-
inflamatério (ASSREUY et al,, 1997). Além disto, lectinas com capacidade anti-
inflamatoria foram capazes de reverter processos inflamatérios severos como a
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cistite hemorragica, um efeito colateral desastroso em tratamentos de certos
tipos de cancer com ciclofosfamida (ASSREUY et al., 1999).

Apesar de todas essas frentes de pesquisa e mesmo diante de
possibilidades muito visiveis de aplicagdes, poucas publicagbes tém evidenciado
a aplicagéo direta de lectinas como insumos profilaticos em patologias orais
dependentes da formacédo de biofilmes, como a carie e a doenga periodontal.
Em minuciosa busca bibliografica encontramos provavelmente a primeira
tentativa de associar a lectinologia a odontologia em 1983 com uma publicagao
de GIBBONS e DANKERS (1983). Antes desse trabalho, o que se verificava era
a tentativa de inibir a agregagao bacteriana provocada por componentes
salivares com o intuito de se estudar a natureza dos receptores envolvidos, e
isto ficou muito bem exemplificado com os trabalhos que utilizaram a WGA
(MIRTH et al.,1979) e a ConA (MIRTH ef a/.,1981) com intiuto claro de se buscar
nas lectinas uma ferramenta de estudo. Gibbons e Dankers (1983) foram mais
além, pois verificaram a associagcdo de lectinas a tecidos orais depois de uma
alimentacdo com trigo ou amendoim. Utilizando-se testes da época eles
detectaram WGA e PNA nos epitélios da mucosa oral. Dentro desse contexto,
mais de dez anos depois, em 1994, Siminonato et al. verificaram que a lectina
de batata (Solanum tuberosum) interfere no processo de colonizacdo de
Streptococcus salivarius as superficies epiteliais. Na atualidade, o que se tem
visto € um crescente nimero de trabalhos tentando associar principios ativos de
plantas na tentativa de interferir na colonizacdo, utilizando-se extratos brutos, a
favor da salude bucal tentando evitar assim, tanto a carie quanto a doenga
periodontal (WOLINSKY e SOTE, 1984; WU-YUAN et al., 1990; HARPER et al.,
1990; ISRAELSON, 1991; IKENO et al., 1991; OTAKE et al., 1991; MORAN et
al., 1991, OOSHIMA et al., 1993).

O uso de lectinas como ferramentas biolégicas ja € mundialmente
aceito e essas proteinas ja sdo usadas para caracterizar a natureza glicidica de
bioflmes de Pseudomonas aeruginosa através de marcagdo com FITC
(STRATHMANN et al., 2002).
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Os resultados obtidos nos ensaios de marcagcdo de pelicula
adquirida (PAE) ,com lectinas associadas com FITC, demonstraram a grande
potencialidade dessas moléculas em caracterizar a natureza glicidica da pelicula
adquirida do esmalte (PAE). Notamos nas figuras 9 a 20 o padréo proprio de
marcacgao para cada lectina utilizada, e este padrao esta relacionado com suas
especificidades. As lectinas glicose/manose especificas marcam a PAE de
maneira irregular, como em pontos especificos, enquanto que lectinas de algas
marinhas marcam mais uniformemente, provavelmente por sua especificidade a
carboidratos complexos e/ou por seu baixo peso molecular quando comparadas
a lectinas de plantas, o que diminuiria provaveis impedimentos estéricos de
ligacbes continuas das lectinas de plantas superiores que sdo maiores.

E importante notar que residuos de galactose e de N-acetil
glicosamina também foram detectados respectivamente pelas lectinas VML e
LSL demostrando a variabilidade de glicanos presentes. Além disto, devemos
salientar que o interesse era verificar e mostrar as possibilidades das lectinas
em marcar sitios especificos e para isso foram utilizados “pool” de saliva de
varios (cinco) pacientes o que certamente aumentou muito a variabilidade de
carboidratos na PAE. Um novo e importante campo de pesquisa se abre ao
vislumbrarmos a possibilidade de verificacdo de variagbes interpessoais
detectadas por lectinas para pacientes com alto e baixo risco de cérie.

Em 1994 alguns autores apresentaram dados de inibicdo da lectina
presente na superficie de S. sobrinus e S. cricetus através de fluoreto de sddio,
demonstrando a importancia dessa proteina na colonizagdo dentaria e na
progressdo das patologias orais. Os autores concluiram que um dos
mecanismos profilaticos do fluor era exatamente inibigdo de lectinas bacterianas
(DOYLE et al., 1994). Em 2000 foi relatada a agéo de policarboxilatos na inibicdo
da mesma lectina (DOYLE et al., 2000).

Ao observarmos os resultados apresentados nas Figuras 22 a 26,
assim como nas tabelas 4 a 8, verificamos que em todas as cepas estudadas as
lectinas ConBr e DVL foram significativamente efetivas na inibicdo da adeséo

bacteriana a PAE tanto em relagdo ao controle com solugdo salina quanto em
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relacdo ao controle com solugdo de albumina, utilizado nesses experimentos
com o intuito de provar que o efeito provocado pelo impedimento estérico das
ligagbes & minino. Mesmo sendo lectinas denominadas “Con A like”, e
especificas pelos mesmos agucares, elas apresentam certas diferengas nas
potencialidades de inibicdo, o que é mais proeminente quando verificamos o
efeito dessas lectinas sobre a ades&o de S. mitis. Lectinas possuem um papel
importante na agregacéo dentro do biofilme bacteriano formado nas superficies
dentais. Doyle e Denson em 1994 apresentam dados de estabilizacdo de uma
lectina glicose-manose especifica em cepa de Streptococcus sobrinus, inlcusive
apresentando dados de inibigdo desta lectina em tratamento com SDS. O
trabalho de Doyle e Denson (1994) nos leva a imaginar, com relagao a
S.sobrinus, € a supor para as outras especies bacterianas estudadas, que o
efeito encontrado pode ter sido devido a competicéo direta das lectinas vegetais
utilizadas com a lectina bacteriana em relagéo a sitios especificos na pelicula
adquirida. Os resultados de inibigdo das lectinas estudadas, e aqui
especificamente as glicose/manose especificas nos confirmam fortemente essa
teoria visto que quando as lectinas tém o seu sitio previamente ocupado, no
caso por manose, as bactérias voltam a se ligar semelhantemente aos controles.
Em outras palavras, os dados de reversdo de inibicdo da ades&o bacteriana a
PAE nos ratificam que o efeito € lectinico, ou seja, esta relacionado com o sitio
de ligac&o a carboidratos das lectinas.

Ao analisarmos, nas mesmas figuras e tabelas, os efeitos
encontrados das lectinas de algas (BSL e BTL), verificamos a efetividade das
mesmas contra quase todas as bactérias estudadas, excetuando-se a auséncia
de efeito da BTL quanto ao estudo da ades&o de S.oralis e S.mutans a PAE. E
importante salientar que sempre se observa uma maior poténcia da lectina BS
sobre a BTL nesse modelo de estudo evidenciando-se diferengas quantitativas
entre essas duas lectinas. E importante ressaltar o grande efeito da BSL sobre a
inibicdo da adesao de S.mutans a pelicula conforme podemos verificar na figura
26 e na tabela 8.

GUIVERSMADE FEPERAL D8 CEAS
BIBLIOTEGA DE CENCIAS £ TECASLO%:
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Ao observarmos os resultados da figura 21 ratificamos os dados de
termoestabilidade da BSL encontrados em AINOUZ et al., 1995. Em nosso
modelo a BSL mostrou ser termoestavel visto que mostra atividade mesmo
depois de uma solugédo da lectina ter permanecido por 20 minutos a 100 graus
celsius. A capacidade de ligagdo a PAE apos esse tempo vai diminuindo até que
se extingue apos uma hora de tratamento térmico. Ao imaginarmos futuramente
utilizar lectinas na cavidade oral, como produto profilatico, a termoestabilidade
passa a ser um fator muito importante visto que na boca ocorrem frequentes
mudancas de temperatura e principalmente, pH.

Um fato extremamente interessante ocorreu quando verificamos o
efeito da lectina VML. Esta lectina galactose-especifica foi eficaz e especifica
somente para cepas consideradas colonizadoras iniciais, exceto S.oralis, e nao
teve nenhum efeito de inibicdo de adeséo sobre S. mutans e S. sobrinus, que
sdo0 cepas colonizadoras a posteriori. Esse resultado € uma forte evidéncia que
o carboidrato galactose € mais importante na adesao de colonizadores iniciais a
PAE do que sobre a ades&o de cepas cariogénicas propriamente ditas a PAE.
Isso é ratificado quando verificamos os resultados da reversdo dos efeitos
encontrados quando da associagéo prévia de galactose a VML. E bom lembrar
que ao estudarmos isoladamente cada uma das bactérias perdemos
consideravel fidelidade com relagdo aos biofilmes visto que sabemos hoje em
dia, e ja é ponto pacifico entre os pesquisadores, que as bactérias em biofilmes
possuem metabolismo completamente diverso daquelas planctdnicas.

A lectina LSL, ao contrario dos dados encontrados com a VML, foi a
menos efetiva com relacdo aos colonizadores iniciais sendo efetiva somente
quando do estudo com S.mitis. Ao observamos o grafico em questao (Figura
24), verificamos que foi conseguida ndo somente a reversdo com N-acetil-
glicosamina mas também a associacdo prévia com o carboidrato especifico
aumentou a adesao das bactérias, fato ainda ndo explicado. Seriam necessarias
maiores analises com relacdo a esse efeito utilizando-se provavelmente outros
modelos de estudo. Com relagdo a S. mutans e S. sobrinus, a lectina LSL teve
um efeito que somente foi revertido no caso de S. sobrinus, mas nao revertido
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no caso de S.mutans, o que provavelmente se deve a uma maior afinidade da
LSL por glicanos da PAE do que pelo agucar. Além disto, tem sido demonstrado
para outras lectinas que se ligam a quitina que o monossacarideo, no caso o N-
acetil-glicosamina, € um fraco inibidor destas lectinas quando comparado com
dimeros, trimeros, tetr@meros, etc. do mesmo acgucar (ALLEN, 1979;
ANATHARAM et al, 1986).

Ao compararmos os dados de ligacdo de lectinas associadas a FITC
a pelicula adquirida com os resultados encontrados na inibicdo da adesao
bacteriana in vitro observamos alto grau de coeréncia entre 0s mesmos, ou seja,
as lectinas que se ligam eficientemente a PAE s&o também eficazes em inibir a
adesdo de cepas bacterianas a PAE. Essa coeréncia diminui, entretanto, quando
comparamos os dados de reversao dos efeitos em cada um dos modelos.
Enquanto os dados das lectinas ConBr, DVL e VML, quanto a capacidade de
reveséo pelo agucar especifico permanecem coenrentes nos dois modelos, 0s
dados de LSL, BTL e BSL mostram-se diferentes. Para essas ultimas lectinas os
agucares especificos, ou a mucina no caso das lectinas de algas, ndo séo
capazes de reverter a ligacdo a PAE como bem podemos observar Tabela 3.
Entretanto, ao analisarmos os dados de reversdo da atividade dessas lectinas
no modelo de inibicdo da adesdo bacteriana verificamos que na maioria das
vezes esses mesmos agucares sdo capazes de reverter esse efeito. Pelo fato de
que nos dois modelos as superficies sdo diferentes, podemos especular que
estas diferengas se devam a diferengas no tipo de glicoproteina salivar que esta
sendo imobilizada em cada um deles. Além disto, mesmo que as glicoproteinas
imobilizadas tenham sido as mesmas em ambos os modelos, ndo podemos
descartar a possibilidade de, em funcdo de serem superficies diferentes, a
disposi¢do estereoquimica destas glicoproteinas nas duas superficies sejam
diferentes, o que determinaria poténcias de interacdo de uma mesma lectina
com a mesma glicoproteina imobilizada em superficies diferentes.

Sabendo que algumas lectinas de plantas e fungos sao capazes de
se ligar diretamente ao peptideoglicano da parede celular de bactérias (ROUGE
et al. ,11997) e que esta ligagcao poderia estar relacionada com algum efeito
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antibiético, foram realizados testes de atividade antimicrobiana, sendo
observado que as lectinas de sementes de Canavalia ensiformis, C. brasiliensis,
Dioclea violacea, Lonchocarpus sericeus e Vatairea macrocarpa mostraram-se
eficazes em diminuir a viabilidade de coldnia de S. mutans. A lectina mais
potente neste caso, a DVL, € uma lectina glicose/manose especifica, assim
como a ConBr e a ConA, mas apesar do alto grau de similaridade (mesmos
residuos ocupando as mesmas posi¢des nas sequéncias primarias) entre estas
lectinas, apresentaram poténcias de efeitos significativamente diferentes. As
lectinas LSL e VML também mostraram capazes de inviabilizar colénias de
S.mutans, apesar de ter sido um efeito menos potente que aquele da DVL.

Ao analisarmos os efeitos sobre S.mutans das lectinas através de
MEV (microscopia eletrénica de varredura) e MET (microscopia eletronica de
transmissao) verificamos que para algumas lectinas o efeito esta diretamente
relacionado a uma modificagao da parede celular e provavelmente da membrana
plasmatica dessas bactérias, com o foi o caso das lectinas DVL, LSL e VML,
chegando mesmo a efeitos drasticos de lise de membranas (mais observado no
caso da LSL). Ja para as outras lectinas, ConBr e ConA, n&o foram observadas
alteracées morfolégicas nas membranas bacterianas, apesar das mesmas terem
apresentado efeitos de inibicdo de viabilidade de coldnias. Estas duas situacbes
pressupoem mecanismos diferente de atuacao para este dois grupos de
lectinas, e podemos hipotetizar que, enquanto o primeiro grupo tem um efeito
direto nas membranas das bactérias, o segundo grupo provavelmente exerce
este efeiro via sinalizacdo em receptores de membranas ou (o0 que este tipo de
experimento nao permite analisar) via receptores endégenos apos endocitose
destas lectinas.

Ao analisarmos o conjunto de resultados obtidos com as lectinas
utilizadas, podemos claramente concluir que existe um real potencial anticarie
dessas molélulas sendo possivel a utilizacdo destas como ferramentas de
estudo, como na caracterizagdo carboidratica de pelicula, assim como na
profilaxia visto que existem dois mecanismos de acdo potencialmente eficazes:
(i) ibicdo da adesdo bacteriana a PAE e; (ii) o efeito antibacteriano. E valido
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ressaltar que os efeitos verificados foram analisados isoladamente para cada
uma das lectinas utilizadas, podendo ser possivel a utilizagéo de varias lectinas
ativas para cada tipo de cepa importante que queremos evitar, obtendo-se
sigergismos de efeitos. Nesse trabalho verificamos que a lectina VML é mais
efetiva na inibicdo da adesao a PAE de colonizadores iniciais enquanto a lectina
LSL é muito mais eficaz contra as cepas produtoras de acido. A unido dessas
potencialidades talvez seja muito interessante ao pensarmos na insergdo de
algum produto a base de lectinas.

Novos estudos com aprofundamento em cada uma das lectinas,
assim como a utilizacgdo de modelos de biofilmes mais fidedignos,
experimentacao “in vivo”’ , seguindo testes de citotoxidade de lectinas confluindo
para protocolos em humanos sdo a linha natural que se buscara a partir de
entdo, na tentativa de inserir uma ou mais lectinas em bohechos ou em algum
outro produto importante na prevencao da carie e da doenca periodontal. Em
pacientes especiais, onde a escovacao perde a eficiéncia desejada, a utilizagao
de um produto que desestruture o biofilme inicial seria de grande valia.

Finalmente, e ndo menos importante, ndo devemos perder a
perspectiva de que, lectinas que tenham efeitos em diferentes estagios de
colonizagdo da pelicula adquirida, também podem ser utilizadas
concomitantemente como “drug delivery” de drogas com acdes adicionais sobre

0S Mesmos microorganismos.
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6.CONCLUSAO

As lectinas isoladas de sementes de Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea,
Lonchocarpus sericeus e Vatairea macrocarpa, € as lectinas isoladas das algas
Bryothamnion seaforthii e Bryothamnion triquetrum s&o ferramentas uteis de
caracterizagdo de carboidratos presentes na pelicula adquirida do esmalte e
possuem grande potencialidade anticariogénica, visto que a maioria destas
lectinas sdo capazes de inibir “in vifro’ a adesao a PAE de cinco bactérias
importantes no processo de formacdo de biofilme patogénico além de algumas
possuirem também, certo efeito antibacteriano contra S.mutans. Para as lectinas
DVL, LSL e VML o efeito antibacteriano parece estar associado a uma

desestruturacdo morfolégica observada na microscopia eletrénica.
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